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Kombucha jooki toodetakse ja tarbitakse aina enam, aga endiselt ei ole välja töötatud 
teeseene asemel starterkultuuri, mida oleks lihtsam säilitada, transportida ja doseerida. 
Kuna üksikutest mikroobidest valmistatud starterkultuuri abil ei ole võimalik saada 
autentsete omadustega kombucha jooki, siis võiks starterkultuuri valmistada lüofiliseeritud 
teeseenest. 
Magistritöö eesmärk on anda ülevaade teeseene süsteemist, selles esinevatest mikroobidest 
ja nendevahelistest suhetest, mikroobide ja bakteriaalse tselluloosi lüofiliseerimisest ning 
selgitada, kas ja kuidas mõjutab teeseene lüofiliseerimine selle kasutamist kombucha 
starterkultuurina. 
Lüofiliseeritud teeseene efektiivsuse hindamiseks starterkultuurina määrati bakterite, 
äädikhappebakterite ja pärmseente arvukus teeseenes, lüofiliseeritud teeseeneproovides ja 
lüofiliseeritud teeseente abil 14 päeva kääritatud jookides ning vaadeldi kääritatud jookide 
väliseid omadusi. Kõigis katseetappides kirjeldati isoleeritud mikroobide morfoloogiat ja 
identifitseeriti isoleeritud mikroobid. Lisaks uuriti erinevate krüoprotektorite (sahharoos, 
glükoos, galaktoos) mõju teeseenes esinevatele mikroobidele. 
Teeseene lüofiliseerimisel oli efektiivseim krüoprotektor sahharoos. Lüofiliseeritud 
teeseene mikroobide arvukus oli madalam (p < 0,05) kui algmaterjalis ehk tavalises 
teeseenes, kuid lüofiliseeritud teeseene abil kääritatud jookides osutus mikroobide arvukus 
kõrgemaks kui lüofiliseeritud proovides. Tulemustest järeldus, et mikroobide elujõulisus 
võis taastuda pärast lüofiliseerimisprotsessi. Kuna lüofiliseeritud teeseeneproovidega 
kääritatud jookides puudusid käärimise tunnused, siis jõuti selgusele, et lüofiliseeritud 
teeseen ei ole piisavalt efektiivne kombucha starterkultuurina kasutamiseks. 
Erinevates katseetappides õnnestus proovidest isoleerida ja identifitseerida vähe mikroobe, 
identifitseeritud mikroobide liigid olid varieeruvad ning selle tõttu ei ole 
identifitseerimistulemuste põhjal võimalik hinnata lüofiliseeritud teeseene kasutamise 
võimalikkust starterkultuurina. 
Töö raames kogutud andmeid ja uusi teadmisi saab kasutada tulevastes uurimistöödes 
kombucha starterkultuuri väljatöötamiseks. 
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Kombucha is increasingly being produced and consumed, but yet no alternative starter 
culture to tea fungus (SCOBY) that is easier to store, transport and dose has been 
developed. Since it is not possible to obtain a kombucha drink with authentic properties 
using a starter culture produced of individual microbes, the starter culture could be 
prepared from lyophilized SCOBY. 
The aim of this Master's thesis is to give an overview of the SCOBY system, its microbes 
and their relationship to each other, lyophilization of microbes and bacterial cellulose, and 
to determine whether and how the lyophilization of SCOBY can influence its use as a 
starter culture of kombucha. 
To evaluate the efficacy of lyophilized SCOBY as a starter culture, the number of bacteria, 
acetic acid bacteria and yeasts in the SCOBY, lyophilized SCOBY and beverages 
fermented by lyophilized SCOBYs for 14 days was determined and the external properties 
of fermented beverages were observed. In all experimental steps, the morphology of the 
isolated microbes was described and the isolated microbes were identified. In addition, the 
effect of different cryoprotectants (sucrose, glucose, galactose) on microbes in SCOBY 
was studied. 
Sucrose proved to be the most effective cryoprotectant for lyophilization of SCOBY. The 
microbial count in lyophilized SCOBY was lower (p < 0,05) than that of the SCOBY, but 
the number of microbes was higher in beverages fermented by lyophilized SCOBY than in 
the lyophilized samples. The results showed that microbial viability could be restored after 
the lyophilization process. As beverages fermented by lyophilized SCOBY samples did not 
show fermentation characteristics, it was concluded that lyophilized SCOBY was not 
effective enough to be used as a starter culture for kombucha. 
In the various experimental stages, only few microbes were isolated and identified from the 
samples, also the species of microbes identified varied, and therefore the possibility of 
using lyophilized SCOBY as a starter culture cannot be assessed on the basis of these 
identification results. 
However, the data and new knowledge gathered in the work can be used in future research 
to develop a kombucha starter culture. 
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14-GA lüofiliseeritud teeseene (krüoprotektorina kasutati galaktoosi) abil 14 päeva 
kääritatud jook 
14-GL lüofiliseeritud teeseene (krüoprotektorina kasutati glükoosi) abil 14 päeva 
kääritatud jook 
14-K lüofiliseeritud teeseene (krüoprotektorita) abil 14 päeva kääritatud jook 
14-S lüofiliseeritud teeseene (krüoprotektorina kasutati sahharoosi) abil 14 päeva 
kääritatud jook 
14-TS kombucha, lüofiliseeritud teeseene abil 14 päeva kääritatud jookide 
kontrollproov 
AM algmaterjal ehk tavaline teeseen 
DMSO dimetüülsulfoksiid 
füs. l. füsioloogiline lahus 
GYCA Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate Agar sööde 
KS katseseeria 
L-GA lüofiliseeritud teeseene proov, millele lisati krüoprotektorina galaktoos 
L-GL lüofiliseeritud teeseene proov, millele lisati krüoprotektorina glükoos 
L-K lüofiliseeritud teeseene proov, millele ei lisatud krüoprotektorit 
L-S lüofiliseeritud teeseene proov, millele lisati krüoprotektorina sahharoos 
MPCA Milk Plate Count Agar sööde 









Kombucha jooki on valmistatud ja tarvitatud tuhandeid aastaid, sest arvatakse, et jook 
avaldab tervisele kasulikku mõju. Ka praegusel ajal valmistatakse kombucha’t üha enam 
nii kodustes tingimustes kui ka tööstuslikult. Tavaliselt kasutatakse kombucha tootmiseks 
vajaliku fermentatsiooniprotsessi alustamiseks teeseent, aga selle asemel võiks kasutada 
näiteks lüofiliseerimisprotsessi abil saadud starterkultuuri, sest sellisel viisil valmistatud 
starterkultuuri oleks lihtsam transportida, hoiustada ja doseerida. Kui starterkultuur 
koosneb selekteeritud ja kontrollitud mikroobidest, on saadav toode ka tarbija jaoks 
ohutum. Üksikute valitud mikroobide kasutamise puudus on aga see, et saadaval joogil ei 
ole kõiki selliseid omadusi, mis on klassikalisel kombucha’l, sest teeseenes on mikroobe 
väga palju ning igaühel neist on fermentatsiooniprotsessis oma kindel roll. Sellest lähtuvalt 
võiks uurida lüofiliseeritud teeseenest starterkultuuri väljatöötamise võimalust, sest nii 
säiliks starterkultuuris suurem osa teeseenes esinevatest mikroobidest. 
Magistritöö eesmärk on anda ülevaade teeseene süsteemist, selles esinevatest mikroobidest 
ja nendevahelistest suhetest, mikroobide ja bakteriaalse tselluloosi lüofiliseerimisest ning 
selgitada, kas ja kuidas mõjutab teeseene lüofiliseerimine selle kasutamist kombucha 
starterkultuurina. 
Magistritöö kirjanduse analüüsi osas esitatakse ülevaade teeseene ja kombucha ajaloost, 
kombucha tootmise tehnoloogiast, teeseene süsteemi mikrobioloogilisest koostisest, 
mikroobidevahelistest suhetest teeseene süsteemis, kirjeldatakse lüofiliseerimise 
metoodikat ning äädikhappebakterite, pärmseente ja bakteriaalse tselluloosi 
lüofiliseerimise võimalusi. Eksperimentaalse osa raames selgitati, kas teeseent on võimalik 
lüofiliseerida ning uuriti lüofiliseeritud teeseene kasutamise võimalust kombucha 
starterkultuurina. Lüofiliseeritud teeseene kui starterkultuuri efektiivsuse hindamiseks 
määrati nii algmaterjalist ehk teeseenest, lüofiliseeritud proovidest kui ka 14 päeva 
kääritatud teelahustest bakterite, äädikhappebakterite ja pärmseente arvukus ning vaadeldi 
kääritatud jookide väliseid omadusi. Lisaks kirjeldati söötmetassidele kasvanud 






1. KIRJANDUSE ANALÜÜS 
 
1.1.  Teeseen ja kombucha 
 
Teeseen (botaanilise nimega Medusomyces gisevii) ja kombucha moodustavad ühtse 
süsteemi (teeseene süsteem), mis koosneb äädikhappebakteritest, piimhappebakteritest ja 
pärmseentest, kes elavad sümbioosis (Jayabalan jt. 2010, Coton jt. 2017). Teeseent 
kasvatatakse suhkruga rikastatud teelahuses, milles sahharoos on mikroobidele 
süsinikuallikaks ja tee on lämmastikuallikaks (Jayabalan jt. 2010, Velicanski jt. 2013, Al-
Kalifawi, Hassan 2014). Suhkru ja tee lahuse fermentatsiooniprotsess viiakse läbi 
teeseenes leiduvate mikroobide abil (Coton jt. 2017). Fermentatsiooni tulemusena saadakse 
kombucha jook, mis sisaldab orgaanilisi happeid, mineraalaineid, vitamiine, aminohappeid, 
polüfenoole jt. ühendeid (Zubaidah jt. 2018, Jakubczyk jt. 2020, Mousavi jt. 2020). 
Teeseen ja kombucha pärinevad Kirde-Hiinast endisest Mandţuuria piirkonnast (Cvetković 
jt. 2019). Kui kaubateed laienesid Kaug-Idast kaugemale, siis jõudis jook ka Ida-
Euroopasse (sh. Venemaale) (Greenwalt jt. 2000, Cvetković jt. 2019). Kombucha 
tarvitamine ja sellega kaubitsemine muutusid Euroopas väga populaarseks, aga kui II 
maailmasõja ajal tekkis suhkru ja tee puudus, ei olnud jooki enam võimalik valmistada. 
Kombucha järele oli suur nõudlus kuni 1950. aastateni, mil hakkasid levima kuulujutud 
joogi toksilisusest. Pärast seda kombucha tarbimine vähenes. (Dutta, Paul 2019) Viimase 
kahe aastakümne jooksul on kombucha oma populaarsuse taastanud ning joogi tootmine on 




1.1.1. Kombucha tootmise tehnoloogia 
 
Kombucha tootmistehnoloogia esimene etapp on teelahuse valmistamine. Lahuse 
valmistamiseks kaalutakse vajalik kogus teed ning sellele lisatakse kuum keedetud vesi. 
Kombucha tootmisprotsessis kasutatakse tavaliselt musta teed, aga võimalik on kasutada 
ka teisi tee liike (nt. roheline, valge, punane ja oolong tee) ja teetaimi (salvei, piparmünt, 
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sidrunmeliss) (Leal jt. 2018, Jakubczyk jt. 2020, Kayisoglu, Coskun 2020). Seejärel 
lisatakse teelahusesse süsinikuallikas, milleks on tavaliselt sahharoos. Erinevate autorite 
poolt on teadusuuringutes kasutatud sahharoosi asemel ka näiteks kookospalmisuhkrut ja 
melassi (Hussin jt. 2015, Muhialdin jt. 2019). 
Saadud lahus jahutatakse toatemperatuurile ehk fermentatsiooniprotsessi algtemperatuurile 
(20-30 °C) (Kumar, Joshi 2016, Mousavi jt. 2020). Aktiivhappesuse (pH) langetamise ja 
seeläbi võõrmikroobide kasvu inhibeerimise eesmärgil võib tee sisse lisada ka eelmisest 
fermentatsioonist pärinevat kombucha’t (Greenwalt jt. 2000, Teoh jt. 2004, Malbaša jt. 
2005, Dutta, Paul 2019). Fermentatsiooniprotsessi alustamiseks lisatakse lahusesse teeseen 
ning teeseent sisaldav anum kaetakse paberi, riide või muu sobiva materjaliga, et takistada 
putukate ja mikroobide sattumist joogi sisse. Seejuures peab kasutatav kate võimaldama 
gaasivahetuse ümbritseva keskkonna ja teeseene süsteemi vahel, sest teeseenes leiduvad 
mikroobid vajavad elutegevuseks aeroobseid tingimusi ning anumast on vaja eemaldada 
fermentatsiooni käigus eralduv CO2 (Dutta, Paul 2019). Fermentatsioon viiakse läbi 7-14 
päeva jooksul (Kumar, Joshi 2016, Jakubczyk jt. 2020) valgustatud või pimedas ruumis. 
Fermentatsiooniprotsessi tulemusena saadakse kombucha jook ning nn. emateeseene 
kohale moodustub uus teeseen (teeseene tütarkultuur), mida saab kasutada järgnevates 
fermentatsiooniprotsessides (Dutta, Paul 2019). 
Heade sensoorsete omadustega kombucha saamiseks on soovitatav lõpetada 
fermentatsiooniprotsess siis, kui joogi tiitritav happesus on 44,5 g/l (Velicanski jt. 2013). 
Tööstuslikul tootmisel kombucha filtreeritakse, villitakse pudelitesse ja säilitatakse 4 °C 
juures (Dutta, Paul 2019, Tran jt. 2020a). 
 
 
1.2. Teeseene ja kombucha mikrobioota 
 
Teeseen ja kombucha koosnevad peamiselt äädikhappebakteritest, pärmseentest ning 
vähesel määral piimhappebakteritest. Äädikhappebakterid on aeroobsed mikroobid, kes on 
võimelised kasutama alkoholi, et toota äädikhapet (Vilarreal-Soto jt. 2018). 
Äädikhappebakterite poolt toodetud orgaanilised happed annavad kombucha’le 
iseloomuliku hapu maitse ning äädikhape avaldab mõju joogi lõhnale (Tran jt. 2020b). 
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Teeseene süsteemi kuuluvad äädikhappebakterid (tabel 1) on liikuvad, gramnegatiivsed ja 
paindunud varda kujuga (Ali, Shivanna 2017). 
 
Tabel 1. Teeseenest ja kombucha’st isoleeritud äädikhappebakterite perekonnad 
Perekond Kirjanduse allikad 
Acetobacter Jayabalan jt. 2010, Marsh jt. 2014, Coton jt. 2017, Filippis jt. 
2018, Tran jt. 2020a 
Bacterium Yapar jt. 2010 
Gluconacetobacter Yang jt. 2010, Marsh jt. 2014, Reva jt. 2015, Coton jt. 2017, 
Filippis jt. 2018 
Gluconobacter Reva jt. 2015, Coton jt. 2017, Gaggìa jt. 2019 
Halomonas Reva jt. 2015 
Herbaspirillum Reva jt. 2015 
Komagataeibacter Santos jt. 2014, Reva jt. 2015, Chakravorty jt. 2016, Mukadam 
jt. 2016, Coton jt. 2017, Gaggìa jt. 2019, Tran jt. 2020a 
 
Kõige olulisem äädikhappebakter teeseene süsteemis on Komagataeibacter xylinus, kes 
sünteesib fermentatsiooni käigus tselluloosi (Jayabalan jt. 2010). Tselluloos moodustub 
kasvulahuse pinnale esialgu õhukese kihina, kui väiksed bakterite poolt sünteesitud 
tselluloosiniidid kerkivad lahuse pinnale ja koonduvad kokku (May jt. 2019). 
Moodustunud tselluloosikile külge kinnituvad ka teiste bakterite ja pärmseente rakud 
(Jayabalan jt. 2010). Tselluloos muutub fermentatsiooniprotsessi käigus suuremaks ja 
tugevamaks ning sageli moodustub mitu teeseene kihti, mis on üksteisega ühendatud 






Joonis 1. Teeseen ja kombucha. 
 
Teeseene ja kombucha koostisesse kuuluvad pärmseened (tabel 2) on peamiselt 
osmotolerantsed, fermenteerivad ning võimelised tootma happeid (Teoh jt. 2004). Pärmid 
avaldavad mõju saadava kombucha joogi sensoorsetele omadustele. Mida rohkem on 
teeseenes pärme, seda happelisem valmistoode saadakse (Markov jt. 2006). Arvatakse, et 
pärmseened võivad samuti aidata kaasa tselluloosi moodustumisele, sest on leitud, et ka 
pärmidel on võime sünteesida tselluloosi (May jt. 2019). Teeseenele iseloomulik pärmseen 
on näiteks Zygosaccharomyces kombuchaensis sp. n. (tüüptüvi NRRL YB-4811, CBS 




Tabel 2. Teeseenest ja kombucha’st isoleeritud pärmseente perekonnad 
Perekond Kirjanduse allikad 
Brettanomyces Teoh jt. 2004, Jayabalan jt. 2010, Gaggìa jt. 2019, Tran 
jt. 2020a 
Candida Teoh jt. 2004, Ramadani, Abulreesh 2010, Chakravorty 
jt. 2016, Coton jt. 2017 
Davidiella Marsh jt. 2014 
Debaryomyces Chakravorty jt. 2016 
Dekkera Marsh jt. 2014, Reva jt. 2015, Coton jt. 2017, Gaggìa jt. 
2019 
Eremothecium Chakravorty jt. 2016 
Galactomyces Tran jt. 2020a 
Hanseniaspora Chakravorty jt. 2016, Coton jt. 2017, Tran jt. 2020a 
Kazachstania Chakravorty jt. 2016 
Kluyveromyces Marsh jt. 2014, Chakravorty jt. 2016 
Lachancea Marsh jt. 2014, Chakravorty jt. 2016 
Leucosporidiella Marsh jt. 2014 
Merimbla Chakravorty jt. 2016 
Meyerozyma Chakravorty jt. 2016 
Naumovozyma Marsh jt. 2014 
Pichia Marsh jt. 2014, Coton jt. 2017 
Rhodotorula Teoh jt. 2004 
Saccharomyces Malbaša jt. 2008, Chakravorty jt. 2016, Coton jt. 2017, 
Tran jt. 2020a 
Saccharomycodes Malbaša jt. 2008, Ramadani, Abulreesh 2010 
Saccharomycopsis Chakravorty jt. 2016 
Schizosaccharomyces Teoh jt. 2004 
Sporopachydermia Chakravorty jt. 2016 
Starmera Chakravorty jt. 2016 
Sugiyamaella Chakravorty jt. 2016 
Zygosaccharomyces Kurtzman jt. 2001, Teoh jt. 2004, Marsh jt. 2014, 
Mukadam jt. 2016, Jayabalan jt. 2010, Marsh jt. 2014, 
Coton jt. 2017, Gaggìa jt. 2019 
Zygotorulaspora Coton jt. 2017 
Zygowilliopsis Chakravorty jt. 2016 
Pichia Yapar jt. 2010, Chakravorty jt. 2016, Reva jt. 2015, 
Coton jt. 2017, Tran jt. 2020a 
Torulaspora Teoh jt. 2004 
Waitea Chakravorty jt. 2016 




Teeseene süsteemis on piimhappebaktereid tavaliselt vähe või neid ei ole üldse (Gramza-
Michałowska jt. 2016, Filippis jt. 2018, Laureys jt. 2020). Filippis jt. (2018) leidsid, et 
piimhappebakterid esinesid proovides ainult siis, kui kasutati kõrgemat 
fermentatsioonitemperatuuri (30 °C). Marsh jt. (2014) uurimuses olid laktobatsillid kõige 
aktiivsemad käärimise viimastel etappidel. Coton jt. (2017) jõudsid järeldusele, et 
piimhappebakterid olid domineerivad rohelise tee baasil valmistatud kombucha jookides ja 
rohelises tees kasvatatud teeseentes. Mustas tees läbi viidud fermentatsiooniprotsessides on 
olnud domineerivaks äädikhappebakterid (Coton jt. 2017). Teeseene süsteemist on 
isoleeritud piimhappebakterid perekondadest Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, 
Oenococcus ja Streptococcus (Marsh jt. 2014, Chakravorty jt. 2016, Coton jt. 2017, 
Filippis jt. 2018). 
Lisaks on teeseene süsteemist leitud mikroobe perekondadest Allobaculum, Collinsella, 
Corynebacterium, Enterobacter, Enterococcus, Leuconostoc, Propionibacterium, Thermus 
ja Weissella (Marsh jt. 2014, Chakravorty jt. 2016, Filippis jt. 2018). Nimetatud mikroobe 
on proovides tuvastatud vaid vähesel määral. Nii Marsh jt. (2014) kui ka Chakravorty jt. 
(2016) arvasid, et mikroobid, keda tavaliselt teeseenes ega kombucha joogis ei esine (nt. 
perekonnad Bifidobacterium, Collinsella, Enterobacter, Propionibacterium ja Weissella), 
võisid sattuda teeseene süsteemi kehvade sanitaartingimuste tõttu. Bifidobakterite ja 
propioonbakterite vähene arvukus ning nende puudumine kümnendal 
fermentatsioonipäeval viitasid sellele, et need mikroobid ei kuulu teeseene süsteemi 
(Marsh jt. 2014). 
 
 
1.2.1. Komagataeibacter xylinus 
 
K. xylinus on pulgakujuline gramnegatiivne katalaaspositiivne oksüdaasnegatiivne 
obligaatne aeroob, keda leidub näiteks äädikas, puuviljades, köögiviljades ja teeseenes 
(Chawla jt. 2009, Jayabalan jt. 2010, Rangaswamy jt. 2015, Lavasani jt. 2017). On 
näidatud, et K. xylinus B-12068 kasvuks optimaalne pH jääb vahemikku 3,5-4,5 ning 
optimaalne kasvutemperatuur on 28-30 °C. K. xylinus B-12068 rasvhapete koostises on 
domineerivaks palmitiin-, steariin- ja cis-vaktseenhape ning antud mikroobi tüvi kasutab 
süsinikuallikatena glükoosi, sahharoosi, fruktoosi ja maltoosi. (Prudnikova, Shidlovsky 
2017, Volova jt. 2018) 
13 
 
Prudnikova ja Shidlovsky (2017) kirjeldasid oma töös K. xylinus B-12068 morfoloogiat: 
Hestrin-Schramm söötmel olid K. xylinus’e pesad väiksed, kumerad, läbipaistmatud ja 
kahvatud; bakteri rakud olid gramnegatiivsed, vardakujulised, mitte-liikuvad, paiknesid 
üksikult või paarides ning olid suurusega 0,4-0,6 x 1-1,5 µm. 
K. xylinus on võimeline tootma kahte erinevat tüüpi tselluloosi. Tavaliselt toodab K. 
xylinus tselluloos I allomorfi, aga mikroob on võimeline tootma ka tselluloos II vormi 2,6-
dikloro bensonitriili juuresolekul (Yu, Atalla 1996). K. xylinus’e poolt sünteesitav 
tselluloos koosneb kiududest, mille paksus on 3-4 nm ja laius on 70-80 nm (Chawla jt. 
2009). Staatilistes tingimustes sünteesib mikroob tselluloosi vedeliku ja õhu piirpinnale 
ühtlase kihina, aga mittestaatilistes tingimustes on moodustuv tselluloos sfäärilise kujuga 
ning esineb filamentide ja kiududena (Rühs jt. 2018, Volova jt. 2018). 
 
 
1.2.2. Zygosaccharomyces kombuchaensis 
 
Z. kombuchaensis on teeseenest isoleeritud askospoore moodustav pärmseen, keda 
teadaolevalt mujalt ei ole leitud (Kurtzman jt. 2001). Mikroob on vastupidav äädikhappe 
suhtes, aga tundlik sorbiin- ja bensoehappe suhtes (Steels jt. 2002). Z. kombuchaensis on 
võimeline kasvama madalatel temperatuuridel, talub madalat pH-d ja kõrget 
suhkrusisaldust (Kurtzman jt. 2001, Steels jt. 2002). Oksüdatiivse stressi ja kõrgete 
temperatuuride suhtes on aga mikroob tundlik (Steels jt. 2002). 
Kurtzman jt. (2001) poolt läbi viidud eksperimendi käigus kasvasid 5% linnaseekstrakti 
söötmele Z. kombuchaensis’e pesad, mis olid valged kuni kollakasvalged ja tuhmid kuni 
poolläikivad; rakud olid kerakujulised (läbimõõduga 3,2-7,5 μm) kuni ellipsoidsed (3-6,7 × 
3,8-8,7 μm) ning paiknesid üksikult, paaris ja väikestes kobarates. 
Steels jt. (2012) jõudsid järeldusele, et Z. kombuchaensis on Zygosaccharomyces lentus’e 
lähisugulane. Nimetatud mikroobidel on mitmeid ühiseid jooni: mõlemad mikroobid 
kasvavad temperatuuril 4 °C, on tundlikud kuumuse ja oksüdatiivse stressi suhtes ega 
kasva temperatuuril üle 25 °C aeroobsetes mittestaatilistes tingimustes; mõlemad on 
aeglase kasvuga – Z. kombuchaensis’e pooldumisaeg on 8,5-10,5 h ja Z. lentus’e 
pooldumisaeg on 10,2- … h, samas kui Zygosaccharomyces bailii pooldumisaeg on vaid 
2,3-2,5 h (Steels jt. 2001). 
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1.2.3. Mikroobide roll kombucha fermentatsiooniprotsessis 
 
Kombucha fermentatsiooniprotsess on kombinatsioon alkoholkäärimisest, piimhappelisest 
käärimisest ja äädikhappekäärimisest (Villerreal-Soto jt. 2018, Tran jt. 2020a). Teeseene 
kasvuga seoses toimuvad erinevad fermentatsiooniprotsessid sellepärast, et teeseene 
kasvukeskkonnas esineb mitmeid erinevaid pärmseeni ja baktereid. Fermentatsiooni 
algatavad osmotolerantsed mikroorganismid, aga protsessi lõpus on domineerivaks 
happelist keskkonda taluvad liigid (Villerreal-Soto jt. 2018). Fermentatsiooniprotsessi 
põhiproduktidena tekivad bakterite ja pärmseente elutegevuse tulemusena teeseen ja 
fermenteeritud tee (kombucha) (Jayabalan jt. 2010, Villerreal-Soto jt. 2018). 
Fermentatsiooniprotsessi alguses hüdrolüüsivad pärmseened suhkruga rikastatud musta tee 
lahuses oleva sahharoosi glükoosiks ja fruktoosiks (Teuber 1995, Aidoo jt. 2006, 
Villerreal-Soto jt. 2018). Pärmseened fermenteerivad tekkinud glükoosi ja fruktoosi 
etanooliks, glütserooliks ja CO2- ks (Teoh jt. 2004, Sathishkumar jt. 2009, El-Salam 2012, 
Villerreal-Soto jt. 2018). Etanool oksüdeeritakse äädikhappebakterite poolt 
atseetaldehüüdiks ja seejärel äädikhappeks (Teoh jt. 2004, El- Salam 2012, Kumar, Joshi 
2016, Villerreal-Soto jt. 2018). Protsess viiakse läbi alkoholdehüdrogenaasi ja 
aldehüüddehüdrogenaasi abil, mille tulemusena saadakse vesi ja CO2 (Teysser, 
Hamdouche 2016 ref Leal jt. 2018). Ühe mooli etanooli täielikuks oksüdeerimiseks on vaja 
ühte mooli hapnikku, mistõttu on oluline hapniku ülekandumine õhust kasvulahusesse 
(Villerreal-Soto jt. 2018). Piimhape sünteesitakse piimhappebakterite poolt glükoosist ja 
sahharoosist (Dutta, Paul 2019). Kui piimhappebakterid puuduvad, siis moodustatakse 
piimhape äädikhappebakterite poolt etanoolist ja äädikhappest (Reiss 1994 ref Cvetković 
jt. 2019). 
Teeseene süsteemi kõige olulisem mikroob K. xylinus oksüdeerib metabolismi käigus 
kasvulahuses oleva etanooli äädikhappeks ja glükoosi glükoonhappeks (Teuber 1995, 
Kongruang 2008, Villerreal-Soto jt. 2018). Teise spetsiifilise metabolismi käigus sünteesib 
K. xylinus bakteriaalset tselluloosi, mille kõrvalsaadus on äädikhape (Kongruang 2008, 
Villerreal-Soto jt. 2018). K. xylinus moodustab tselluloosi õhukese kilena kasvulahuse ja 
õhu piirpinnale, sest ta vajab oma elutegevuseks hapnikku (Jayabalan jt. 2010, Rühs jt. 
2018). Suurem osa K. xylinus’e rakkudest paikneb moodustuva tselluloosi kile pinnal, kus 
toimub ka uue tselluloosi sünteesimine (Kongruang 2008). Uus tselluloos moodustub 
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varem toodetud tselluloosi peale kihtidena ning selle tulemusel toimub tselluloosikihi 
paksenemine (Teuber 1995). K. xylinus kasvab soodsates kontrollitud tingimustes kiiresti 
ning ta võib toota tselluloosi mitmetest süsinikuallikatest, sealhulgas glükoosist, etanoolist, 
sahharoosist ja glütseroolist (Villerreal-Soto jt. 2018). 
Pärmid on kombucha fermentatsiooniprotsessis olulised sellepärast, et pärmirakkude surma 
ja autolüüsi käigus moodustuvad vitamiinid ja teised toitained, mis stimuleerivad bakterite 
kasvu (Villerreal-Soto jt. 2018). Lisaks moodustuvad pärmde ja bakterite elutegevuse 
tulemusena kasvulahusesse mitmed maitsekomponendid (Zhao jt. 2018). Seda omadust on 
võimalik kasutada kombucha fermenteerimisel erinevate pärmikultuuridega, et anda 
joogile soovitud maitseomadused (Abel, Andreson 2020; lisa 1). 
 
 
1.2.4. Mikroobide vastastikune mõju teeseene süsteemis 
 
Teeseen ja kombucha moodustavad süsteemi, milles esinevate mikroobide omavahelised 
suhted on väga keerulised ning kus mikroobide vahel võivad esineda nii konkurents kui ka 
omavaheline kasulik koostöö (May jt. 2019). Fermentatsiooni käigus toodavad pärmid 
invertaasi ja eemaldavad jääkaineid alkoholi metabolismi teel ning bakterid viivad läbi 
tselluloosi sünteesi (Rühs jt. 2018, Villerreal-Soto jt. 2018, May jt. 2019). Võõrmikroobide 
kasvu takistavad lahuses esinevad antimikroobsed metaboliidid, kasvulahuse madal pH 
ning füüsiline barjäär (tselluloos/teeseen) kasvulahuse ja väliskeskkonna vahel (Teoh jt. 
2004, May jt. 2019). 
Kombucha fermentatsiooniprotsessi alguses lõhustatakse sahharoos pärmseente poolt 
sünteesitud invertaasi abil glükoosiks ja fruktoosiks (Chen, Liu 2001, Dutta, Paul 2019). 
Sahharoosi lõhustamise protsessi ajal toimub mikroobide vahel kasulik koostöö. Näiteks 
Tran jt. (2020a) uurimuses leiti, et äädikhappebakterite olemasolu kasvulahuses suurendas 
Saccharomyces cerevisiae invertaasi tootmise võimet. Lisaks leidub teeseene süsteemis 
pärme ja äädikhappebaktereid, kes ei ole võimelised sahharoosi hüdrolüüsi ise läbi viima, 
olles seetõttu sõltuvad kõrge invertaasi-aktiivsusega pärmidest (nt. Brettanomyces 
bruxellensis), kes sünteesivad monosahhariide (Tran jt. 2020a). Samas võib tekkida 
mikroobide vahel konkurents, sest sahharoosi hüdrolüüsi käigus vabanenud monomeerid 
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on süsinikuallikana kättesaadavad kõigile süsteemis esinevatele bakteritele ja pärmseentele 
(May jt. 2019).  
Pärmid fermenteerivad suhkrud etanooliks ning bakterid oksüdeerivad etanooli, et toota 
äädikhapet (Teoh jt. 2004, Sathishkumar jt. 2009, El-Salam 2012). Etanool ja äädikhape 
kaitsevad süsteemi keskkonnast pärinevate mikroobide sissetungi eest, inhibeerides 
võõrmikroobide kasvu (May jt. 2019). Siinkohal tekib küsimus, kui suures ulatuses on 
nimetatud ühendid võimelised võõrmikroobe inhibeerima. Näiteks Chakravorty jt. (2016) 
leidsid teeseene süsteemist mikroobe, keda tavaliselt teeseenes ega kombucha’s ei leidu. 
Uurimuses oletati, et mikroobid sattusid teeseene süsteemi keskkonnast (veest). 
Teeseene süsteemis esinevatele mikroobidele võib avaldada fermentatsiooniprotsessi 
saadusena moodustuv etanool nii positiivset kui ka negatiivset mõju. Näiteks teeseenes 
esinevad bakterid kasutavad etanooli energiaallika ja toitainena, aga etanool võib ka 
kahjustada mikroobide rakumembraani ja vähendada mikroobide elujõulisust (May jt. 
2019). Etanooli kontsentratsiooni vähenemisele aitavad kaasa äädikhappebakterid, kes 
oksüdeerivad etanooli äädikhappeks ning langetavad seeläbi kombucha pH väärtust (Teoh 
jt. 2004, Kumar, Joshi 2016, May jt. 2019). 
Bakterite poolt fermentatsiooniprotsessi käigus sünteesitud tselluloos (teeseen) pakub 
kaitset võõrmikrobioota eest (ümbritsevast keskkonnast pärinevad mikroobid), kaitseb UV- 
kiirguse kahjulike mõjude eest, aitab hoida ressursse, hõlbustab mikroobide ligipääsu 
toitainetele ning võimaldab tselluloosiga seotud mikroobidele paremat juurdepääsu 
hapnikule (Yassunaka jt. 2018, May jt. 2019). Tselluloosi moodustumisel aga tekib 
kasvulahusesse (teeseene alla) anaeroobne keskkond ning selle tõttu ei saa kasvulahuses 
kasvada mikroobid, kes vajavad oma elutegevuseks hapnikku (May jt. 2019). 
Piimhappebakterite ja äädikhappebakterite vahel võib kombucha fermentatsiooniprotsessi 
ajal samuti koostöö toimuda. Seto jt. (2006) kasvatasid tselluloosi sünteesivat 
äädikhappebakterit Gluconacetobacter xylinus (uuema nimega K. xylinus) koos 
piimhappebakteriga Lactobacillus mali ja leidsid, et L. mali soodustab tselluloosi sünteesi 
K.xylinus’e poolt. Yang jt. (2010) kasvatasid Gluconacetobacter sp. A4 tüve koos kümne 
erineva piimhappebakteriga ning katse tulemuste põhjal jõudsid järeldusele, et 






Lüofiliseerimine ehk külmkuivatamine on protsess, mille käigus vesi eemaldatakse 
külmutatud materjalist jääkristallide sublimatsiooni teel (vesi läheb tahkest olekust 
gaasilisse, jättes vahele vedela oleku) (Gaidhani jt. 2015, Gangurde jt. 2019). Pärast 
sublimeerumist toimub sekundaarne kuivatamine, mille käigus jääkniiskus eemaldatakse 
või selle hulk viiakse võimalikult madalale tasemele (Conde-Islas jt. 2019). 
Proovid külmutatakse enne lüofiliseerimist sügavkülmikus või lüofilisaatoris (Morgan jt. 
2006). Pärast külmutamist viiakse lüofilisaatoris läbi kuivatamistsükkel, mis koosneb 
kahest põhiosast – primaarsest ja sekundaarsest kuivatamisest (Morgan jt. 2006, Gaidhani 
jt. 2015). Atmosfäärirõhul (1 bar) võib veel olla kolm faasi – tahke, vedel ja gaasiline, aga 
kolmikpunktist (0,01 °C, 0,006 bar) madalamal on veel ainult kaks faasi – tahke ja 
gaasiline (Gaidhani jt. 2015) (joonis 2). Vee sublimeerumine saab toimuda siis, kui rõhk ja 
temperatuur on kolmikpunktist madalamad (Gangurde jt. 2019), mistõttu on vaja primaarse 
kuivatamise läbiviimiseks/vee sublimeerimiseks langetada vaakumpumba abil 
lüofilisaatoris rõhku (Morgan jt. 2006, Gaidhani jt. 2015). 
 
 
Joonis 2. Vee olekudiagramm (koostatud allikate Gaidhani jt. 2015 ja Ponsa jt. 2017 
põhjal). 
 
Sublimatsiooni käigus tekkinud veeaur eemaldatakse lüofilisaatori vaakumkambrist 
kondensaatori abil ning see viiakse tahkesse olekusse (veeaur ladestub kondensaatori 
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pinnal jääna) (Gaidhani jt. 2015, Kumar 2019). Primaarse kuivatamise käigus on proovi 
kokkuvajumine ja sulamine endiselt võimalikud, sest tootesse jääb veel külmunud vett 
(Morgan jt. 2006, Gangurde jt. 2019). Selle tõttu viiakse primaarne kuivatamine läbi 
madalatel temperatuuridel ja pika aja jooksul (Morgan jt. 2006). 
Sekundaarne kuivatamine algab siis, kui kogu külmunud vesi on sublimeerunud ning kui 
proovi on alles jäänud ainult seotud vesi, mis eemaldatakse difusiooni ja resorptsiooni teel 
(Morgan jt. 2006, Conde-Islas jt. 2019, Kawasaki jt. 2019). Protsessi käigus kasutatakse 
kõrgemat temperatuuri ja madalamat rõhku kui primaarse kuivatamise ajal (Gaidhani jt. 
2015, Kawasaki jt. 2019). Sekundaarse kuivamise lõpp-punkt määratakse tavaliselt 
lüofiliseeritud toote jääkniiskuse analüüsiga pärast seda, kui toode on kambrist eemaldatud 
(Morgan jt. 2006). 
 
 
1.3.1. Mikroobide lüofiliseerimine 
 
Mikrobioloogias kasutatakse lüofiliseerimist laialdaselt mikroobide uurimiseks, 
mikroobikollektsioonide säilitamiseks ning vaktsiinide ja antibiootikumide tootmisel 
kasutatavate aktiivsete tüvede säilitamiseks (Kupletskaya, Netrusov 2011). Antud meetodit 
eelistatakse pikaajaliseks kultuuride säilitamiseks sellepärast, et lüofiliseeritud kultuuride 
hoolduskulud on madalad, nende transportimine on lihtne (Prakash jt. 2013) ning eduka 
lüofiliseerimise tulemusel säilitavad mikroobid elujõulisuse paljudeks aastateks (Portner jt. 
2007). Lüofiliseerimine sobib hästi mitmete bakterite, pärmide ja sporuleeruvate seente 
säilitamiseks, aga meetod ei ole piisavalt hea mitte-sporuleeruvate seente (vegetatiivsed 
hüüfid) ning ka teatud pärmseente ja bakterite säilitamiseks (Berni, Hennebert 1991, Smith 
jt. 2008, Prakash jt. 2013). Mikroobide lüofiliseerimise metoodikad varieeruvad tulenevalt 
nii erinevatest mikroobiliikidest kui ka sama liigi erinevatest tüvedest (Morgan jt. 2006).  
Enne lüofiliseerimise läbiviimist kasvatatakse mikroobe sobivas vedelsöötmes. Mikroobide 
rakud kogutakse tsentrifuugimise teel kokku (1079-12000 g, 10 min, 4 °C), rakud pestakse, 
tsentrifuugitakse ning rakkudest valmistatakse suspensioon (Palmfeldt, Hahn-Hägerdal 
2000, Carvalho jt. 2002, Ndoye jt. 2007, Maneesri jt. 2011, Chanyuan jt. 2012, Chotiko, 
Sathivel 2014, Wang jt. 2015). Suspensiooni valmistamiseks võib kasutada näiteks piima- 
või lõssipulbrist valmistatud lahust, lõssi, steriilset destilleeritud vett ja NaCl lahust 
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(Palmfeldt, Hahn-Hägerdal 2000, Carvalho jt. 2002, Nyanga jt. 2012, Chotiko, Sathivel 
2014, Sharma jt. 2014, N’Guessan jt. 2016, Yongxiang jt. 2017). Saadud suspensiooni 
sisse võib lisada erinevaid krüoprotektoreid (nt. sahharoos, glütserool, glükoos, lõss, 
maltoos, trehhaloos, naatriumtsitraat, mannitool, laktoos), mis kaitsevad mikroobe 
krüovigastuste (külmutamise tagajärjel tekkivate vigastuste) eest (Prakash jt. 2013, 
N’Guessan jt. 2016, Yongxiang jt. 2017). 
Proovid külmutatakse sügavkülmikus või lüofilisaatoris (Morgan jt. 2006, N’ Guessan jt. 
2016). Lüofilisaatoris toimub külmutamine aeglaselt, moodustuvad suured jääkristallid 
ning selle tagajärjel tekivad proovi pinnale suured poorid, mis hõlbustavad auru 
eemaldumist ja aitavad kaasa parema välimusega valmistoote saamisele (Morgan jt. 2006, 
Gaidhani jt. 2015). Mikroobide külmutamisel on elujõulisuse säilitamine olulisem kui 
valmistoote välimus ning seetõttu soovitatakse külmutamine läbi viia kiiresti, sest aeglasel 
külmutamisel tekkivad suured jääkristallid võivad kahjustada rakumembraani (Morgan jt. 
2006). Samas, Seki jt. (2008) tõid oma uurimuses välja, et külmutamist ei tohi läbi viia 
väga kiiresti, kuna sellisel juhul moodustub rakusisene jää, mis on mikroobide jaoks 
surmav. Autorid leidsid, et temperatuuri ei tohiks langetada kiiremini kui 20 °C minutis. 
Erinevates teadustöödes on kasutatud mikroobide lüofiliseerimiseelse külmutamise 
läbiviimiseks erinevaid reţiime (tabel 3). 
 
Tabel 3. Mikroobide lüofiliseerimiseelse külmutamise reţiimid 
Temperatuur (°C) Aeg (h) Kirjanduse allikad 
-80 24 Ndoye jt. 2007 
-60 24 Maneesri jt. 2011 
-20 3 Chanyuan jt. 2012 
-58  3 Nyanga jt. 2012 
-20 24 Chotiko, Sathivel 2014 
-80 1 Wang jt. 2015 
-40 24 N ’ Guessan jt. 2016 
-80 6 Yongxiang jt. 2017 
 
Külmutatud proovid lüofiliseeritakse lüofilisaatoris. Lüofiliseerimisel on oluline jälgida 





Tabel 4. Mikroobide lüofiliseerimiseks kasutatud reţiimid 
Temperatuur (°C) Aeg (h) Rõhk (mbar) Kirjanduse allikad 
-50 48 0,067-0,13 Chanyuan jt. 2012 
-50 - 0,04 Sharma jt. 2014 
-45 24 0,3 Wang jt. 2015 
-60 32 - N’ Guessan jt. 2016 
-36 18 0,2 Yongxiang jt. 2017 
-42 2 0,1 Yongxiang jt. 2017 
 
Lüofiliseerimisel on soovitatav kasutada kõrget mikroobirakkude esialgset 
kontsentratsiooni (> 1 x 10
8
 rakku/ml), sest suur osa mikroobide rakkudest sureb 
pikaajalisel säilitamisel (Morgan jt. 2006). 
Lüofiliseeritud proove on vaja säilitamisel kaitsta hapniku, niiskuse, valguse, 
mikrobioloogilise saastumise ja kõrgete temperatuuride eest (Morgan jt. 2006, Ndoye jt. 
2007, Smith jt. 2008, Gangurde jt. 2019). Nimetatud nõuete täitmiseks peab lüofiliseeritud 
proovide pakendamiseks kasutatav materjal olema niiskust ja õhku mitte läbilaskev 
(Gangurde jt. 2019). Tavaliselt säilitatakse lüofiliseeritud proove ampullides või 
klaasviaalides, aga kasutada võib ka kõrge barjääriga plastpakendeid, blisterpakendeid ja 
alumiiniumkotte (Morgan jt. 2006, N’Guessan jt. 2016). Proovide jahutatult säilitamine 
(temperatuuril 4-8 °C) vähendab mikroobide kahjustumise määra ja pikendab säilivusaega 
(Smith jt. 2008, Gangurde jt. 2019). 
Lüofiliseeritud materjali rehüdreerimiseks on võimalik kasutada mitmeid erinevaid 
lahuseid, näiteks peptoonlahust, deioniseeritud vett või lõssi (Chen jt. 2006, Ndoye jt. 
2007, Maneesri jt. 2011, Wessman jt. 2013, Wang jt. 2015). Ndoye jt. (2007) rehüdreerisid 
lüofiliseeritud mikroobidest koosneva pulbri (1 g) peptoonlahuses, segades suspensiooni 
Vortex’il 10 min. Pärast seda tehti sobivatest kümnendlahjendustest söötmetele külvid, et 
määrata mikroobide elujõulisus pärast lüofiliseerimisjärgset säilitamist. Chen jt. (2006) 
leidsid, et rehüdreerimisel kasutatud lahus (lõss ja deioniseeritud vesi) ei mõjutanud 
mikroobide elujõulisust, kuigi varasemates uurimustes oli saadud vastupidiseid tulemusi. 
Lisaks leidsid Chen jt. (2006), et 4 °C juures rehüdreerimisel oli pärmide elujõulisus 
suurem, aga autorid tõid välja, et varasemates teadustöödes on leitud, et rehüdreerimine 
külmkapitemperatuuril võib põhjustada rakusiseste ainete lekkimist rakkudest, mille 
tagajärjel mikroobide elujõulisus langeb. 
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1.3.2. Suspensiooni keskkond 
 
Suspensiooni keskkonda kasutatakse jahutamis- ja kuivatamisprotsesside käigus tekkivate 
rakuvigastuste vältimiseks (Smith jt. 2008). Suspensiooni keskkond koosneb 
lüofiliseeritava mikroobi rakkudest ja mikroobi rakke madalate temperatuuride eest 
kaitsvatest ühenditest (nt. glütserool, sorbitool, metanool, ţelatiin, sahharoos, lõss, 
glükoos) (Kupletskaya, Netrusov 2011, Prakash jt. 2013, Criste jt. 2014). Ideaalne 
lüofiliseerimiseks kasutatav suspensiooni keskkond peaks sisaldama krüoprotektoreid ja 
maatriksmaterjale või abiaineid (Prakash jt. 2013). Suspensiooni keskkonna komponentidel 
on lüofiliseerimise käigus kaks peamist funktsiooni: saada lõpptooteks kindla füüsilise 
struktuuriga kuiv materjal, mis toimib tugimaterjalina ja rehüdratsiooni retseptorina ning 
kaitsta elusaid rakke biokeemiliselt külmumise ja/või kuivamise ajal tekkivate kahjustuste 
eest (Berni, Hennebert 1991). Suspensiooni keskkonnas kasutatavad ained peaksid olema 
lihtsasti kättesaadavad, hõlpsasti valmistatavad ning tagama piisavas ulatuses rakkude 
kaitse lüofiliseerimise ajal (Smith jt. 2008). 
Suspensiooni keskkonnas kasutatavatel ühenditel on erinev toimemehhanism. Berni ja 
Hennebert (1991) tõid oma uurimuses välja, et lõss ja dekstraan annavad külmkuivatatud 
materjalile kerge ja poorse struktuuri, mis muudab rehüdratsiooni lihtsaks. Seevastu 
polüvinüülpürrolidoon, karboksümetüültselluloos ja hüdroksümetüültselluloos kuivatatud 
suspendeeriva keskkonnana on kerged ja poorsed, kuid raskesti rehüdreeritavad. Lisaks 
olid autorid välja toonud, et skisofüllaan ja algiinhape muutuvad kuivatamisel sitkeks ja 
üsna lahustumatuks ning inositool, naatriumglutamaat, dekstroos, sahharoos, trehhaloos, 





Külmsäilitamisel kasutatakse krüoprotektoreid, mis kaitsevad lüofiliseerimise ajal rakke 
krüovigastuste eest (Prakash jt. 2013, Bhattacharya 2018). Krüoprotektorid aitavad vältida 
jääkristallide moodustumist, tundlike valkude denatureerumist ning muutusi 
rakumembraani töös (Chanyuan jt. 2012). Ideaalne krüoprotektor peab olema 
mittereageeriv, vees hästi lahustuv, tungima raku sisse, olema madala toksilisusega ega 
tohi sadeneda, kui seda kasutatakse suurtes kontsentratsioonides (Prakash jt. 2013). 
22 
 
Kasutatava krüoprotektori tüüp sõltub suuresti lüofiliseeritavatest mikroorganismidest ning 
oluline on arvestada iga krüoprotektori toksilisust konkreetsete mikroobide suhtes eraldi 
(Hubalek 2003, Criste jt. 2014). 
Krüoprotektoritena on võimalik kasutada mitmeid erinevaid keemilisi ühendeid, aga 
krüoprotektoreid, mida laialdasemalt kasutataks ja mis annaks ka rahuldavaid tulemusi, on 
vähe (Criste jt. 2014). Efektiivseimad krüoprotektorid on näiteks dimetüülsulfoksiid 
(DMSO), glütserool, propüleenglükool, etüleenglükool, sorbitool, metanool ja seerum või 
seerumalbumiin (Hubalek 2003, Criste jt. 2014). Antud ühenditest peetakse kõige 
universaalsemaks DMSOd (Hubalek 2003). 
Krüoprotektorite toime on küllaltki erinev. Näiteks suhkrud tungivad mikroobide 
rakkudesse, suurendavad osmootset rõhku ning takistavad seeläbi jääkristallide 
moodustumist ja rakkude hävinemist, samas kui valgulised ühendid ei tungi rakkudese, 
vaid soodustavad rakuseina tihedat külgnemist tsütoplasmaga (see on oluline raku 
sulatamise ajal) (Kupletskaya, Netrusov 2011). Glütserool on võimeline tungima läbi 
erinevate rakutüüpide plasmamembraani (Fuller 2004), aga antud protsess kulgeb väga 
aeglaselt (Fuller 2004, Smith jt. 2008). Glütserooli toime seisneb selles, et ühend 
moodustab veemolekulidega vesiniksidemeid, raskendades seeläbi jääkristallide 
moodustumist (Bhattacharya jt. 2018). 
Krüoprotektorid klassifitseeritakse peamiselt rakku läbistavateks ja rakku mitte 
läbistavateks (Prakash jt. 2013). Soovitatav on läbistavaid ja mitte läbistavaid 
krüoprotektoreid omavahel kombineerida, sest sellisel juhul annavad need parema kaitsva 
efekti (Hubalek 2003). Rakku läbistavate krüoprotektorite peamine roll on rakkude 
dehüdratsiooni ja jää tekke vähendamine (Bhattacharya 2018). Laialdaselt kasutatavad 
rakumembraani läbistavad krüoprotektorid on etüleenglükool, propüleenglükool, DMSO, 
glütserool, formamiid, metanool ja butaandiool (Prakash jt. 2013, Best 2015). Glütserool ei 
tungi madalatel temperatuuridel eriti hästi raku sisse ning pakub seetõttu vähem kaitset 
(Prakash jt. 2013). DMSO rakku tungimise võime on parem kui glütseroolil (DMSO toime 
avaldumiseks kulub 15-30 minutit, samas kui glütserool vajab selleks enam kui 30 
minutit), aga antud aine kasutamine on piiratud, sest DMSO avaldab suuremates 
kontsentratsioonides toksilist mõju (Heylen jt. 2012, Prakash jt. 2013). DMSO toksilisus 
sõltub ka temperatuurist, nt. temperatuuridel 0-5 °C on ühend vähem toksiline kui 
kõrgematel temperatuuridel (Hubalek 2003). Osa ühendeid (nt. mono- ja disahhariidid, 
23 
 
aminohapped ja madala molekulmassiga polümeerid) on võimelised läbistama ainult 
rakuseina, kuid mitte rakumembraani (Heylen jt. 2012).  
Rakumembraani läbistavad krüoprotektorid on kõrgetel kontsentratsioonidel samuti 
toksilised (Best 2015). Kui krüoprotektor on potentsiaalselt toksiline või kasvu pidurdav, 
siis saab selle sulatamisjärgselt eemaldada tsentrifuugimise ja pesemise abil (Heylen jt. 
2012). Rakku läbistavat krüoprotektorit võib pidada toksiliseks, kui see kahjustab 
rakumembraani, häirib ensüümide funktsiooni, halvendab mitokondrite funktsiooni, 
kahjustab DNA-d või valke (Best 2015). 
Rakku mitte läbistavad krüoprotektorid on suure molekulmassiga polümeerid, mis 
kaitsevad mikroobe peamiselt rakuvälise jää moodustumise eest (Hubalek 2003, Heylen jt. 
2012, Bhattacharya 2018). Rakku mitte läbistavad krüoprotektorid on näiteks 
polüvinüülpürrolidoon ja polüetüleenglükool, mis on väga toksilised võrreldes läbistavate 
krüoprotektoritega (kui neid kasutatakse samades kontsentratsioonides nagu läbistavaid 
krüoprotektoreid) (Bhattacharya 2018). 
Krüoprotektoreid liigitatakse ka läbitungimise kiiruse järgi lisanditeks, mis sisenevad 
rakku kiiresti, umbes 30 minutiga ning lisanditeks, mis tungivad aeglaselt läbi raku (Criste 
jt. 2014). Kiiresti rakku läbistavad ühendid on näiteks metanool, etanool, etüleenglükool, 
propüleenglükool ja DMSO (Heylen jt. 2012, Criste jt. 2014). Aeglaselt rakku läbistavad 
lisandid on glütserool, mono-, oligo- ja polüsahhariidid, mannitool, dekstraan, sorbitool, 
hüdroksüetüültärklis, albumiin, ţelatiin ja polüetüleen (Smith jt. 2008, Heylen jt. 2012, 
Criste jt. 2014). 
 
 
1.3.3. Äädikhappebakterite lüofiliseerimine 
 
Äädikhappebakterite lüofiliseerimisega seonduvat on teadaolevalt vähe uuritud. Põhjuseks 
võib olla, et äädikhappebaktereid on keeruline isoleerida (eriti kääritatud jookidest) ja 
kasvatada kunstlikes söötmetes (Gomes jt. 2018). Äädikhappebakterite suurema 
lüofiliseerimisjärgse elujõulisuse saavutamiseks on oluline kasutada krüoprotektoreid 
(Ndoye jt. 2009), sest mikroobide arvukus väheneb lüofiliseerimisprotsessi käigus. Näiteks 
Maneesri jt. (2011) uurimistöös oli Acetobacter aceti TISTR102 tüve lüofiliseerimiseelne 
arvukus 2,44 x 10
14





 PMÜ/g. Ndoye jt. (2009) leidsid, et ilma krüoprotektorita lüofiliseeritud 
mikroobirakkude stabiilsus langes järsult 6 kuu pikkuse säilitamisperioodi jooksul ning 
lõplik mikroobide elulemus oli 10%, aga krüoprotektoriga (mannitooliga) säilitamisel oli 
elulemus märgatavalt kõrgem – 50%. Äädikhappebakterite lüofiliseerimisel on kasutatud 
krüoprotektoritena näiteks mannitooli, glütserooli, linnaseekstrakti, sahharoosi, maltoosi, 
CaCO3 ja sorbitooli (Ndoye jt. 2007, Ndoye jt. 2009, Maneesri jt. 2011). 
K. xylinus’e säilitamiseks on kasutatud mitmesuguseid tehnikaid, näiteks külmutamist 
suspensioonis, kasutades krüoprotaktoritena glütserooli, DMSOd või lõssi (Chawla jt. 
2009). Kuna K. xylinus toodab aeroobsetes tingimustes ekstratsellulaarset tselluloosi 
(Wiegand, Klemm 2006, Kongruang 2008, Villerreal-Soto jt. 2018), siis mikroobi 
säilitamiseks kasutatav meetod peab tagama kõrge elulemuse ega tohi mõjutada tselluloosi 
moodustumist (Wiegand, Klemm 2006). Wiegand ja Klemm (2006) leidsid, et glütserooli 
ja lõssi kasutamine krüoprotektoritena ei ole soovituslik, sest mõlemad ühendid muutsid K. 
xylinus’e poolt toodetud tselluloosi ja avaldasid mõju mikroobi metabolismile. DMSO 
sobis suspensiooni valmistamiseks kõige paremini, sest antud aine kasutamisel oli 
mikroobide elulemus kõrge ning ühend ei avaldanud märgatavat mõju moodustunud 
bakteriaalsele tselluloosile.  
K. xylinus’e lüofiliseerimisel on kasutatud ka erinevate ainete kombinatsioone. Ţelatiini ja 
sahharoosi lahuses oli kohe pärast lüofiliseerimist K. xylinus’e elujõuliste rakkude hulk 
4,2 x 10
5
 PMÜ/ampull, aga pärast 35 aastat säilitamist oli elujõulisi rakke 1,9 x 10
5
 
PMÜ/ampull. Seevastu lõssi ja glükoosi lahuses oli antud mikroobi elujõulisi rakke kohe 
pärast lüofiliseerimist 4,9 x 10
5
 PMÜ/ampull, aga pärast 35 aastat säilitamist oli elujõuliste 
rakkude hulk vähenenud kuni 3 x 10
2
 PMÜ/ampull. (Kupletskaya, Arkad’eva 1997 ref 
Kupletskaya, Netrusov 2011; Bond 2007 ref Kupletskaya, Netrusov 2011) Antud 
tulemustest saab järeldada, et K. xylinus’e lüofiliseerimisel tuleks eelistada ţelatiini ja 
sahharoosi (kontsentratsioon vastavalt 1% ja 10%). Samas Wiegand ja Klemm (2006) 







1.3.4. Pärmseente lüofiliseerimine 
 
Pärmseente säilitamiseks on samuti võimalik kasutada lüofiliseerimisprotsessi, aga antud 
meetodi kasutamise puudus on madal pärmide lüofiliseerimisjärgne elujõulisus (1-30%) 
(Smith jt. 2008). Näiteks Kupletskaya ja Netrusov (2011) uurimuses oli Candida 





rakku ampulli kohta, aga vahetult pärast lüofiliseerimist oli elujõuliste rakkude arv 3–5 × 
10
5
 rakku/ampull. 50 aasta pikkuse säilitamise jooksul vähenes pärmirakkude arv järk-
järgult ning 50 aasta möödudes oli elujõulisi rakke alles 1,3 x 10
3
 PMÜ/ampull. 
Pärmseente elulemus pärast lüofiliseerimist sõltub näiteks mikroobi tüvest (Smith jt. 2008), 
lüofiliseeritud mikroobide säilitamise temperatuurist, külmutamise temperatuurist ja 
kasutatavast suspensiooni keskkonnast. 
Pärmid perekondadest Lipomyces, Leucosporidium, Brettanomyces, Dekkera, Bullera, 
Sporobolomyces ja Rhodosporidium on väga madala elulemusega ning neid mikroobe ei 
saa standardmeetodi abil edukalt lüofiliseerida (Smith jt. 2008). Polo jt. (2017) jõudsid 
oma uurimistöös järeldusele, et uuritud mikroobidest olid lüofiliseerimise suhtes kõige 
vastupidavamad pärmid Pichia membranifaciens, Starmerella bacillaris ja Metschnikowia 
pulcherrima, kelle elujõulisus pärast lüofiliseerimist oli 16%. Seevastu pärmide 
Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces cerevisiae, Dekkera bruxellensis, 
Schizosaccharomyces pombe ja Issatchenkia occidentalis elujõulisus oli kõige madalam 
(alla 5%). Teeseene süsteemis esineb mitmeid mikroobe, kes on lüofiliseerimise suhtes 
tundlikud (eespool nimetatud autorite tulemuste põhjal) – näiteks pärmseened 
perekondadest Brettanomyces ja Dekkera ning pärmseente liigid S. cerevisiae, D. 
bruxellensis ja S. pombe. Seetõttu on teeseenes leiduvate mikroobide lüofiliseerimise jaoks 
vaja valida sobilik suspensiooni keskkond ning sobilik lüofiliseerimise reţiim. 
Lüofiliseeritud pärmseente elujõulisust mõjutab näiteks mikroobide säilitamise 
temperatuur. Nii N'Guessan jt. (2016) kui ka Nyanga jt. (2012) tõid oma uurimistöödes 
välja, et 4 °C juures säilis mikroobide elujõulisus paremini kui toatemperatuuril/ 25 °C 
juures. Polo jt. (2017) leidsid, et ka (lüofiliseerimiseelse) külmutamise temperatuuri ja 
pärmide elujõulisuse vahel on seos. Antud uurimuse tulemustest selgus, et -20 °C juures 
külmutamisel oli pärmseente elulemus suurem kui -80 °C ja -196 °C juures külmutamisel. 
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Elulemused oli erinevate temperatuuride kasutamisel keskmiselt 9,5% (-20 °C), 7,25% (-
80 °C) ja 0,4% (-196 °C). 
Pärmide lüofiliseerimisel on kasutatud mitmeid erinevaid suspensiooni keskkondi, näiteks 
sahharoosi, mett, lõssi, trehhaloosi ja galaktoosi (Berni, Hennebert 1991, Chen jt. 2006, 
N’Guessan jt. 2016). N’Guessan jt. (2016) leidsid, et pärmide lüofiliseerimisel toimis 
sahharoos kõige paremini krüoprotektorina ja hirsi jahu toetava materjalina. Parim 
krüoprotektori ja toetava materjali kombinatsioon oli sahharoos koos maniokijahuga 
(N’Guessan jt. 2016). Chen jt. (2006) uurimuses paranes 10% galaktoosi või 10% 
sahharoosi kasutamisel pärmide elujõulisus märkimisväärselt (rohkem kui 50% võrra), 
samas kui 10% trehhaloosi kasutamisel suurenes elujõulisus ainult 20% võrra. Berni ja 
Hennebert (1991) soovitasid kasutada pärmide lüofiliseerimisel suspensiooni keskkondi, 
mille koostisesse kuuluvad: 
 10% lõss koos 5% mee ja 5% naatriumglutamaadiga; 
 10% lõss koos 10% mee ja 5% naatriumglutamaadiga; 
 10% lõss koos 10% rafinoosi ja 5% naatriumglutamaadiga; 
 10% lõss koos 10% trehhaloosi ja 5% naatriumglutamaadiga. 
Lisaks tõid Berni ja Hennebert (1991) oma töös välja, et S. cerevisiae rakkude 
lüofiliseerimisel olid kõige efektiivsemad krüoprotektorid mesi ja trehhaloos, milles 
rakkude elujõulisus oli lüofiliseerimise järgselt vastavalt 60% ja 74%. Lõssis oli antud 
pärmseene elujõulisus 30% ning dekstraanis 24%. 
 
 
1.3.5. Bakteriaalse tselluloosi lüofiliseerimine 
 
Bakteriaalne tselluloos on väga mitmekülgselt kasutatav biomaterjal, mida on kasutatud 
näiteks paberitoodete, elektroonika ja biomeditsiiniseadmetega seotud teadusuuringutes 
(Keshk 2014). Teadustöödes on uuritud peamiselt lüofiliseerimise mõju bakteriaalse 
tselluloosi struktuuri omadustele (Clasen jt. 2006, Zhang jt. 2011, Pa’e jt. 2014, Zeng jt. 
2014), aga lüofiliseerimise mõju bakteriaalses tselluloosis esinevatele mikroobidele on 
uuritud väga vähe (nt. Jagannath jt. 2010). Teadaolevalt ei ole viidud läbi teadustöid, mis 
annaksid ülevaate lüofiliseerimise mõjust teeseenes esinevatele mikroobidele. 
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Jagannath jt. (2010) uurisid Acetobacter xylinum’i (K. xylinus) poolt sünteesitud tselluloosi 
ning lisaks ka soolalahuse, lõssi, lüofiliseeritud bakteriaalse tselluloosi pulbri (puhas 
tselluloos, millest on mikroobid eemaldatud) ja alginaadi mikrokapslite toimet 
krüoprotektoritena piimhappebakterite lüofiliseerimisel. Bakteriaalse tselluloosi pulbri 
saamiseks lõigati bakteriaalne tselluloos väikesteks tükkideks, saadud tükid külmutati, 
lüofiliseeriti ning peenestati. Piimhappebakterite sidumiseks A. xylinum’i poolt sünteesitud 
tselluloosiga kasvatati piimhappebaktereid de Man, Rogosa and Sharpe vedelsöötmes, mis 
sisaldas steriilseid bakteriaalse tselluloosi tükke. Söödet inkubeeriti sobiva temperatuuri 
juures üleöö ning bakteriaalse tselluloosi tükid eemaldati söötmest, pesti ja lüofiliseeriti. 
Soolalahus ja lüofiliseeritud bakteriaalse tselluloosi pulber ei andnud uurimistöös soovitud 
tulemusi, aga ülejäänud materjalid (K. xylinus’e poolt sünteesitud tselluloos, lõss, alginaadi 
mikrokapslid) olid krüoprotektoritena kasutamiseks sobilikud. Lüofiliseerimiseelne 
piimhappebakterite arvukus oli 9-10 log PMÜ/ml, aga pärast 60 päeva pikkust 
säilitamisprotsessi oli bakteriaalses tselluloosis lüofiliseeritud mikroobide arvukus 4,3-5,7 
log PMÜ/ml. Töös järeldati, et bakteriaalset tselluloosi on võimalik kasutada mikroobide 
lüofiliseerimisel krüoprotektorina. Sellest tulenevalt võib toimida ka teeseene koostisesse 
kuuluv bakteriaalne tselluloos teeseenes leiduvate mikroobide jaoks kaitsva ühendina. 
Samalaadne uurimus viidi läbi ka Adebayo (2018) poolt, milles tehti kindlaks, et katsetöös 
kasutatud piimhappebakterid olid sidunud ennast bakteriaalse tselluloosiga, aga antud töös 




1.4. Kirjanduse analüüsi kokkuvõte 
 
Teaduskirjanduse põhjal jõuti järeldusele, et kombucha tootmine toimub endiselt 
traditsiooniliselt, kasutades teeseent, ning teadaolevalt ei ole seni tegeletud kombucha 
starterkultuuri valmistamise metoodika väljatöötamisega. 
Teeseene süsteemi kohta on teada, millised mikroobigrupid ja mikroobide liigid selles 
esinevad, milline on mikroobide roll fermentatsiooniprotsessis, kuidas kulgeb kombucha 
fermentatsiooniprotsess ning kuidas mikroobid teeseene süsteemis üksteist mõjutavad. 
Teeseene süsteemi kuuluvad peamiselt äädikhappebakterid ja pärmseened. Mõlema 
28 
 
mikroobigrupi lüofiliseerimisega seonduvat on vähe uuritud, enamasti on kasutatud 
mikroobide liike, keda teeseene süsteemis ei esine ning osa teemakohasest kättesaadavast 
informatsioonist ei ole ajakohane. Lisaks eelistatakse kummagi mikroobigrupi ja ka 
erinevate liikide lüofiliseerimisel erinevaid krüoprotektoreid. 
Bakteriaalse tselluloosi lüofiliseerimise võimalusi on uuritud üksikutes varasemates 
teadustöödes, kus leiti, et tselluloosiga seotud mikroobid säilitasid lüofiliseerimisjärgselt 
oma elujõulisuse. Teeseene lüofiliseerimisega seonduvat ei ole aga teadaolevalt varem 
uuritud. 
Kirjanduse analüüsimise käigus kogutud informatsioon ei ole piisav tööstusliku, 
konkreetsetest mikroobidest koosneva ega ka lüofiliseeritud teeseenest valmistatud 
starterkultuuri väljatöötamiseks. Selleks, et töötada välja starterkultuur, on vaja teada, 
milliste konkreetsete mikroobiliikide olemasolu on kombucha tootmisel olulise tähtsusega 
– näiteks, millised liigid algatavad fermentatsiooniprotsessi ja millised liigid on olulised 
kombucha joogi sensoorsete omaduste kujundamisel. Praeguseks on endiselt teada ainult 
K. xylinus’e, kui teeseene süsteemi kõige olulisema mikroobi roll kombucha 
fermentatsiooniprotsessis, aga teiste mikroobide tähtsust nagu ka teeseene süsteemi 
mikroobide omavahelist sobivust ei ole liigipõhiselt hinnatud. Lisaks on oluline selgitada 
välja, millised on optimaalsed parameetrid nii teeseene süsteemi kuuluvate mikroobide kui 





2. EKSPERIMENTAALNE OSA 
 
2.1. Eesmärk ja ülesanded 
 
Magistritöö eesmärk on anda ülevaade teeseene süsteemist, selles esinevatest mikroobidest 
ja nendevahelistest suhetest, mikroobide ja bakteriaalse tselluloosi lüofiliseerimisest ning 




1) hinnata erinevate krüoprotektorite mõju lüofiliseeritud teeseenes esinevatele 
mikroobidele; 
2) määrata mikroobide üldarv, kirjeldada nende morfoloogiat, identifitseerida 
isoleeritud mikroobid ja hinnata lüofiliseeritud teeseeneproovide abil kääritatud 




2.2. Materjal ja metoodika 
 
2.2.1. Uuritav materjal 
 
Magistritöö katsete raames kasutati 13 päeva vanuseid musta tee ja sahharoosi lahuses 
kasvanud teeseeni. Iga katseseeria (KS) käigus kasutati ühte teeseent, millest lõigati välja 
neli (KS I-V) või kuus (KS VI-IX) ühesuguse suurusega tükki (mass 25 g). 
 
 
2.2.2. Proovide lüofiliseerimiseelne ettevalmistamine 
 
Teeseenest välja lõigatud 25 g suurused tükid homogeniseeriti homogenisaatoris 
(Stomacher®400 Circulator, Seward Ltd., Inglismaa) koos 225 ml füsioloogilise lahusega 
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300 rpm/10 min (joonis 3). Peenestatud teeseened valati esimese viie katseseeria (KS I-V) 
käigus koos füsioloogilise lahusega nelja plastkarbi sisse ning viimase nelja katseseeria 
(KS VI-IX) ajal kuue karbi sisse. Proovi kogus ühes karbis oli 200 g. Ülejäänud osa 
peenestatud teeseenemassidest kasutati mikrobioloogiliste külvide läbiviimiseks. 
 
 
Joonis 3. Üheksa katseseeria (KS) proovide lüofiliseerimiseelne ettevalmistus (a – KS I-V; 
b – KS VI-IX; *füs. l. – füsioloogiline lahus). 
 
Peenestatud teeseene ja füsioloogilise lahuse segudele lisati krüoprotektorid. Esimese viie 
katseseeria käigus kasutati krüoprotektoritena erinevaid suhkruid (joonis 3a). 
Esimeste katseseeriate (KS I-V) käigus selgus, et lüofiliseeritud proovi kogus on kombucha 
joogi tootmiseks liiga väike. Selleks, et oleks võimalik proovi kogust suurendada, valiti 
viie katseseeria põhjal välja kõige sobivam krüoprotektor – sahharoos, millega viidi läbi 
järgmised neli katseseeriat (joonis 3b). 
Kõik proovid külmutati 24 h temperatuuril -20 °C ning lüofiliseeriti seejärel lüofilisaatoris 
(FT33 – Vacuum Freeze Dryer, Armfield Ltd., Inglismaa) 72 h (tingimustel -53 °C; 0,155-
0,161 mbar). 
 
Homogeniseerimine (300 rpm/10 min) 




+ sahharoos, 10% 
(200 g) 
Proov  
+ glükoos, 7% 
(200 g) 
Homogeniseerimine (300 rpm/10 min) 











(3 x 200 g) 
Proov  
+ sahharoos, 10%  






2.2.3. Musta tee lahuse valmistamine 
 
Teelahuse valmistamiseks kasutati 4 g/l musta teed (Dilmah Premium, MJF Holdings Ltd, 
Sri Lanka), mida hoiti kuumas keedetud vees 2 minutit. Seejärel lahustati mustas tees 100 
g/l sahharoosi (Suhkur Diamant, Pfeifer & Langen Polska S.A., Poola). Saadud lahus 
jaotati 720 ml (KS I-V) või 580 ml (KS VI-IX) mahutavusega purkidesse (igasse 500 ml – 
KS I-V või 300 ml – KS VI-IX) ja jäeti toatemperatuurile suletult jahtuma. 
 
 
2.2.4. Lüofiliseeritud proovidest kombucha joogi valmistamine 
 
Lüofiliseeritud proovid peenestati spaatli abil ning teeseene kasvatamiseks ja kombucha 
valmistamiseks kaaluti 1 g (KS I-V) või 5 g (KS VI-IX) pulbrit (joonis 4). Rehüdreerimise 
eesmärgil lisati pulbrile 9 ml (KS I-V) või 20 ml (KS VI-IX) füsioloogilist lahust. Saadud 
mass segati Vortex’il ja jäeti 30 minutiks toatemperatuurile seisma. Seejärel valati 
rehüdreeritud teeseenemass purki 500/300 ml musta tee lahuse sisse. Purk kaeti marliga 





Joonis 4. Katseskeem lüofiliseeritud proovide abil kääritatud teelahuste valmistamise 
kohta üheksa katseseeria (KS) käigus (a – KS I-V; b – KS VI-IX; *füs. l. – füsioloogiline 
lahus). 
 
Fermentatsiooniprotsess viidi läbi pimedas suletud ruumis toatemperatuuril (20-22 °C) 14 
ööpäeva jooksul. Kontrollproovina pandi viiendal fermentatsioonipäeval kasvama tavaline 
teeseen. Teeseene kasvatamisel arvestati, et fermentatsiooniprotsessi pikkus ei ületaks 10 
päeva, sest vastasel korral on saadav kombucha tarvitamiseks liiga happeline. Pärast seda 
hinnati fermenteeritud lahuste kõlblikkust sensoorse analüüsi läbiviimiseks (visuaalsed 




(4 tk/KS) peenestamine 
Pulbrite rehüdreerimine 
1 g + 9 ml füs. l.* 
Fermentatsioon 14 p. 








1 g + 9 ml füs. l.* 
Lüofiliseeritud proovide 
(2 tk/KS) peenestamine 
Pulbrite rehüdreerimine 
5 g + 20 ml füs. l.* 
Fermentatsioon 14 p. 













2.2.5. Ettevalmistused mikrobioloogilisteks külvideks 
 
Mikrobioloogilised külvid teostati nii algmaterjalist, lüofiliseeritud proovidest kui ka 14 
ööpäeva käärinud musta tee lahustest. Algmaterjali analüüsimiseks kasutati proovide 
ettevalmistamisest üle jäänud homogeniseeritud teeseenemassi (joonis 3). Esimese viie 
katseseeria käigus segati mikrobiloogilisteks külvideks vajalik proov kokku neljast 
osaproovist (neli homogeniseeritud teeseene tükki) ja viimaste katseseeriate käigus kuuest 
osaproovist (kuus homogeniseeritud teeseene tükki). Osaproovidest saadud proov segati 
Vortex’il. Teeseene homogeniseerimisel koos füsioloogilise lahusega saadi proovi 
kümnekordne lahjendus (10
-1
), millest tehti kümnendlahjenduste rida. Selleks võeti 10
-1
 





 kümnendlahjendusega proovist võeti 
omakorda 1 ml lahust, mis pipeteeriti järgmisse 9 ml füsioloogilist lahust sisaldavasse 
katsutisse. Protseduuri jätkati, kuni saadi külvide tegemiseks sobilik kümnendlahjenduste 
rida. 
Lüofiliseeritud proovid peenestati ning saadud pulber (igast proovist 1 g) rehüdreeriti 9 ml 
füsioloogilises lahuses 30 minutit, millest seejärel tehti kümnendlahjenduste rida eespool 
kirjeldatud viisil (joonis 4). 
Kuna 14 päeva möödudes ei olnud lüofiliseeritud teeseenepulbritest teeseeni kasvanud, siis 
valmistati kümnendlahjendused ning teostati mikrobioloogilised külvid teeseenepulbrit 
sisaldanud teelahustest (10
0
) (joonis 4) ja kontrollproovist (10 päeva käärinud kombucha). 
 
 
2.2.6. Mikrobioloogilised külvid 
 
Kõigis proovides määrati bakterite, pärmseente ja äädikhappebakterite arvukus ning 
kirjeldati pärmseente ja (äädikhappe)bakterite morfoloogiat. Mikrobioloogiliste külvide 
tegemiseks kasutatud söötmed olid järgmised: 
 MPCA- Milk Plate Count Agar (LAB 115), LabM Ltd., Inglismaa, bakterite 
üldarvu määramiseks; 




 GYCA- Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate Agar (30 g glükoosi, 5 g 
pärmiekstrakti, 3 g peptooni, 10 g kaltsiumkarbonaati, 30 ml etanooli, 20 g agarit, 
970 ml destilleeritud vett), äädikhappebakterite arvukuse määramiseks. 
 
Bakterite, pärmseente ja äädikhappebakterite arvukuse määramiseks tehti paralleelkülvid, 
kus steriilsetele Petri tassidele pipeteeriti 1 ml proovi (valitud kümnendlahjendustest), 
millele valati vedel, 50 °C agarsööde. Proov segati söötmega ja jäeti toatemperatuurile 
tarduma. Mikroobide morfoloogia kirjeldamiseks tehti 10 µl külviaasaga pindkülvid SDA 
ja GYCA tahketele agarsöötmetele. 
MPCA ja GYCA söötmetele tehtud külve inkubeeriti temperatuuril 30 °C ning SDA 
külvitasse temperatuuril 25 °C kolm kuni (vajadusel) seitse ööpäeva. 
Mikrobioloogiliste külvide läbiviimiseks vajalikud vahendid (söötmed, füsioloogilised 
lahused) valmistati ette töö autori või laborispetsialisti Kersti Veske poolt. 
 
 
2.2.7. Mikroobide üldarvu määramine ja morfoloogia kirjeldamine 
 
Mikroobide üldarvu määramiseks loendati MPCA, SDA ja GYCA söötmetele kasvanud 








N – mikroobide üldarv milliliitris või grammis; 
∑ a – kolooniate summa kahel söötmetassil; 
V – söötmetassile külvatud proovi kogus milliliitrites; 
n – söötmetasside arv; 
d – lahjendusfaktor. 
 
Mikroobide üldarv väljendati ühikutes kümnendlogaritm pesasid moodustavat ühikut 
milliliitri või grammi kohta (log PMÜ/ml või log PMÜ/g). Tulemused loeti 
usaldusväärseks, kui söötmetassil oli 30-300 PMÜd. 
Pärmseente ja äädikhappebakterite morfoloogia kirjeldamiseks võeti proovid 
pindkülvidega söötmetassidelt. Pärmseente kolooniatest tehti märgpreparaadid, aga 
äädikhappebakterite kolooniatest võetud proovid värviti enne mikroskopeerimist Grami 
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meetodil. Mikroskoobi abil kirjeldati pärmseente suurust, kuju ja pungumise iseloomu ning 
bakterite suurust, kuju, paiknemist ja värvumist (grampositiivne/gramnegatiivne). 
 
 
2.2.8. pH väärtuse määramine 
 
Kahe viimase katseseeria (KS VIII, KS IX) käigus määrati sahharoosi sisaldava musta tee, 
lüofiliseeritud teeseentega 14 päeva kääritatud teelahuste ning kontrollproovide 
(kombucha) pH väärtused. pH määramine kahes viimases katseseerias oli vajalik 
vastuoluliste tulemuste tekkepõhjuste väljaselgitamiseks. pH määramiseks kasutati pH-
meetrit (SevenCompact, Mettler Toledo, Šveits). 
 
 
2.2.9. Mikroobide identifitseerimine MALDI-TOF meetodil 
 
Enne identifitseerimist kasvatati mikroobid sobivatel agarsöötmetel puhaskultuuridena 
(pärmseened SDA ja äädikhappebakterid GYCA söötmetel). Pärmseente ja 
äädikhappebakterite kolooniatest tehtud ümberkülve inkubeeriti 24 tundi vastavalt 
temperatuuridel 25 °C ja 30 °C. 
MALDI-TOF analüüsid viidi läbi Tallinnas Terviseameti Nakkushaiguste Laboris ning 
Tartu Veterinaar- ja Toidulaboratooriumis kummagi labori töötajate poolt. 
 
 
2.2.10. Pärmseente identifitseerimine API kit meetodil 
 
Pärmseente identifitseerimiseks kasutati täiendavalt veel API kit ID 32 C (bioMérieux SA, 
Prantsusmaa) testi. Enne testi sooritamist kasvatati identifitseeritavad pärmseened 
puhaskultuuridena SDA söötmetel. Pärast 24-48 h inkubeerimist valmistati söötmetassidel 
kasvanud pesadest API Suspension Medium ampulli (2 ml, 0,85% NaCl) McFarland 
Standard 2,0 hägususele vastav suspensioon. Seejärel pipeteeriti 250 µl suspensiooni API 
C Medium ampulli, millest pärast Vortex’il segamist 135 µl suspensiooni pipeteeriti igasse 
ID 32 C testriba süvendisse (sisaldavad 31 erinevat dehüdreeritud karbohüdraati). 
Testribale asetati kaas ning inkubeeriti temperatuuril 30 °C 48 tundi. 
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Pärast inkubeerimist võrreldi visuaalselt testriba iga süvendit kontrolliga (0) ning 
positiivsena (+) märgiti proovid, mille hägusus oli kontrolli hägususest suurem. 
Identifitseerimiseks kasutati apiweb
TM
 identifikatsiooni tarkvara, kuhu sisestati saadud 
tulemused +/- kujul (erinevate suhkrute lõhustamise võime).  
 
 
2.2.11. Tulemuste statistiline analüüs 
 
Magistritöö katsete raames kogutud andmete salvestamiseks ja analüüsimiseks kasutati 
programmi Microsoft Office Excel. Tulemustevahelise erinevuse hindamiseks kasutati 
Student t-testi, millga arvutati p-väärtus. Erinevused loeti statistiliselt oluliseks, kui p < 
0,05. 
Tulemustevahelise seose hindamiseks leiti lineaarne korrelatsioonikordaja r. Seose 
tugevuse hindamisel arvestati, et 0 < |r| ≤0,3 on nõrk seos, 0,3 < |r| <0,7 on keskmise 
tugevusega seos ja 0,7 ≤ |r| < 1,0 on tugev seos. Kui p < 0,05, loeti seos statistiliselt 
oluliseks. 
Mikroobide elulemus näitab, kui suur osa algmaterjalis (enne lüofiliseerimist) esinenud 
mikroobidest jääb lüofiliseerimisjärgselt ellu. Elulemuse arvutamiseks kasutati valemit: 





3. TULEMUSED JA ARUTELU 
 
3.1.  Mikroobide arvukus algmaterjalis ja lüofiliseeritud proovides 
 
Magistritöö raames määrati kõigi katseseeriate käigus mikroobide arvukus algmaterjalis 
ehk esialgses teeseenes ja lüofiliseeritud teeseeneproovides (starterkultuurides). Kõigis 
proovides määrati bakterite üldarv ning pärmseente ja äädikhappebakterite arvukus. 
Mikroobide arvukuse määramine enne ja pärast lüofiliseerimist oli vajalik, et teha 
kindlaks, kui suur on mikroobide lüofiliseerimisjärgne elujõulisus erinevate 
krüoprotektorite kasutamisel.  
Tabelis 5 on esitatud mikroobide üldarv katseseeriate KS I, KS II ja KS V käigus nii 
algmaterjalis kui ka lüofiliseeritud proovides. Kolmanda (KS III) ja neljanda (KS IV) 
katseseeria algmaterjalis oli mikroobide arvukus usalduspiiridesse jäävatest tulemustest 
madalam (< 1,48 log PMÜ/g ehk < 30 PMÜ), mistõttu antud katseseeriate tulemusi 
lähemalt ei analüüsita. 
 





Lüofiliseeritud proovid (log PMÜ/g) 
L-K L-S L-GL L-GA 
Bakterid 
I 5,71 < 2,48 3,38 - 2,55 
II 6,99 4,76 3,77 4,08 4,16 
V 5,71 - - - - 
Pärmseened 
I 6,02 - 3,31 - < 2,48 
II 8,04 2,69 > 3,34 2,56 2,82 
V 6,05 - - - - 
Äädikhappe- 
bakterid 
I 5,88 < 2,48 2,71 - 2,55 
II 4,81 2,56 3,82 2,85 4,09 
V 3,83 - - - - 
Märkused: KS – katseseeria, L-K – krüoprotektorita kontrollproov, L-S, L-GL, L-GA – erinevaid 
krüoprotektoreid (S – sahharoos, GL – glükoos, GA – galaktoos) sisaldavad lüofiliseeritud proovid, „-― – 
mikroobe ei esinenud 
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Katsete tulemustest selgus oodatult, et nii bakterite üldarv kui ka pärmseente ja 
äädikhappebakterite arvukus oli algmaterjalis ehk esialgses teeseenes statistiliselt oluliselt 
suurem (p < 0,05) kui lüofiliseeritud proovides. Bakterite üldarv oli algmaterjalis 5,71-6,99 
log PMÜ/g, jäädes lüofiliseerimisjärgselt vahemikku 2,55-4,76 log PMÜ/g (elulemus 54,7-
77,5%). Pärmseente ja äädikhappebakterite arvukus oli enne lüofiliseerimist vastavalt 6,02-
8,04 log PMÜ/g ja 3,83-5,88 log PMÜ/g ning pärast lüofiliseerimist vastavalt 2,56-3,31 
log PMÜ/g ja 2,55-4,09 log PMÜ/g. Nii oli elulemus pärmseentel 28,2-49,4% ja 
äädikhappebakteritel 52,9-68,6%. Tulemustest selgus, et pärmide elulemus vähenes kõige 
suuremas ulatuses. Varasemates teadustöödes on pärmseente lüofiliseerimisel saadud 
erinevaid tulemusi. Näiteks Polo jt. (2017) teadustöös tuvastati, et pärmseente keskmine 
elulemus oli lüofiliseerimisjärgselt 5,6% (Pichia membranifaciens, Starmerella bacillaris 
ja Metschnikowia pulcherrima elulemus oli üle 16%, aga ülejäänud pärmseente, sh. S. 
cerevisiae elulemus oli alla 5%), samas kui Berni ja Hennebert (1991) leidsid, et S. 
cerevisiae elulemus oli sõltuvalt krüoprotektorist 24-74%. 
Äädikhappebakterite elulemus langeb kokku Maneesri jt. (2011) töö tulemustega, kus leiti, 
et äädikhappebakteri Acetobacter aceti TISTR102 lüofiliseerimiseelne arvukus oli 14,39 
log PMÜ/g, aga pärast lüofiliseerimist oli see 9,44 log PMÜ/g. Autorite poolt avaldatud 
uurimuses oli äädikhappebakterite elulemus 65,6%, mis vastab käesolevas töös tuvastatud 
väärtuste vahemikule 52,9-68,6%. 
Ilma krüoprotektorita kontrollproovis (L-K) oli lüofiliseerimisjärgselt mikroobide arvukus 
( x  = 3,34 log PMÜ/g) suurem kui proovides, millele lisati krüoprotektoritena glükoosi (L-
GL) ja galaktoosi (L-GA) (keskmine arvukus vastavalt 3,16 log PMÜ/g ja 3,23 log 
PMÜ/g) (p > 0,05). Kui krüoprotektorina kasutati sahharoosi (L-S), oli mikroobide 
arvukus ( x  = 3,40 log PMÜ/g) suurem kui kontrollproovis (L-K), kuhu krüoprotektoreid ei 
lisatud (p > 0,05). Tulemustest järeldati, et mikroobid säilitasid elujõulisuse paremini ilma 
krüoprotektorita kontrollproovides (L-K) ja proovides, mis sisaldasid sahharoosi (L-S). 
N’Guessan jt. (2016) leidsid, et sahharoos oli nende katses parim krüoprotektor pärmseente 
segu (S. cerevisiae F 12–7 ja Candida tropicalis C 0–7) lüofiliseerimisel samas, kui 
glükoos oli kõige halvem. 
Saadud tulemustele tuginedes kasutati järgnevas neljas katseseerias (KS VI – KS IX) 
lüofiliseerimise ajal ühte krüoprotektoriga proovi (L-S – sahharoosi sisaldav proov) ja 
kontrollproovi (L-K), millele krüoprotektoreid ei lisatud. Ka antud katseseeriate 
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tulemustest selgus, et enne lüofiliseerimist oli kõigi mikroobide arvukus algmaterjalis 
statistiliselt oluliselt (p < 0,05) suurem kui lüofiliseeritud proovides (tabel 6). 
 





Lüofiliseeritud proovid (log PMÜ/g) 
L-K L-S 
Bakterid 
VI 6,33 < 1,48 - 
VIII 4,93 - - 
IX 5,57 - - 
Pärmseened 
VI 7,05 < 1,48 < 1,48 
VIII 5,02 - - 
IX 5,88 - - 
Äädikhappe- 
bakterid 
VI 4,83 - < 1,48 
VIII 4,91 - - 
IX 4,85 - - 
Märkused: KS – katseseeria, L-K –krüoprotektorita kontrollproov, L-S – proov, millele lisati 
krüoprotektorina sahharoosi, „-― – mikroobe ei esinenud 
 
Algmaterjalis oli mikroobide (bakterid, pärmseened, äädikhappebakterid) arvukus 4,83-
7,05 log PMÜ/g, aga lüofiliseerimisjärgne mikroobide arvukus oli kõigis kolmes 
katseseerias väga madal – alla 1,48 log PMÜ/g. 
KS VII tulemused loeti mitteusaldusväärseteks, sest algmaterjalis oli mikroobide arvukus 
usalduspiiridesse jäävatest tulemustest madalam (söötmetassidel loendati < 30 PMÜ) ning 
neid tulemusi magistritöö analüüsidesse ei kaasatud. 
Madal lüofiliseerimisjärgne mikroobide arvukus võib tuleneda sellest, et algmaterjalis oli 
mikroobide arvukus liiga väike. Morgan jt. (2006) soovitasid kasutada lüofiliseerimisel 
võimalikult kõrget esialgset mikroobirakkude kontsentratsiooni (> 1 x 10
8
 rakku/ml ehk 8 
log rakku/ml), aga käesoleva töö katsetes oli mikroobide esialgne arvukus tunduvalt 
väiksem. Lisaks võis madala arvukuse põhjuseks olla see, et teeseenest on raske mikroobe 






3.2. Mikroobide arvukus lüofiliseeritud teeseenest valmistatud jookides 
 
Kombucha joogi valmistamiseks lisati lüofiliseeritud teeseenepulber (L-K, L-S, L-GA, L-
GL) musta tee lahusesse ning viidi läbi 14 päeva pikkune fermentatsiooniprotsess. Kuna 
pärast fermentatsiooniprotsessi ei olnud uut teeseent moodustunud, teostati 
mikrobioloogilised analüüsid teelahusest, et teha kindlaks, kas teelahusesse lisatud 
mikroobid on säilitanud oma elujõulisuse. Kontrollproovina kasutati 10 päeva 
lüofiliseerimata teeseenega kääritatud kombucha jooki. 
Tabelis 7 on toodud mikroobide arvukus lüofiliseeritud teeseeneproovidega 14 päeva 
kääritatud teelahustes ja kontrollproovides (kombucha). Esimese katseseeria käigus 
mikroobide arvukust 14 päeva käärinud teejookides ei määratud. 
 
Tabel 7. Mikroobide arvukus katseseeriates II ja V 14 päeva lüofiliseeritud 
teeseeneproovidega kääritatud teelahustes ja kontrollproovis (kombucha)  
Mikroob KS 
14 päeva kääritatud teelahused (log PMÜ/ml) Kombucha 
(log PMÜ/ml) 14-K 14-S 14-GL 14-GA 
Bakterid 
II > 5,48 > 5,48 4,94 4,91 5,88 
V > 4,48 > 4,48 - < 1,48 4,61 
Pärmseened 
II - - - - > 4,48 
V - - - - 5,88 
Äädikhappe- 
bakterid 
II > 5,48 5,4 4,68 4,23 4,17 
V > 4,48 > 4,48 < 1,48 1,84 4,96 
Märkused: KS – katseseeria, 14-K – krüoprotektorita kontrollproov, 14-S, 14-GL, 14-GA – erinevaid 
krüoprotektoreid (S – sahharoos, GL – glükoos, GA – galaktoos) sisaldavad proovid, „-― – mikroobe ei 
esinenud 
 
Kui KS II lüofiliseeritud proovides oli bakterite, pärmseente ja äädikhappebakterite 
arvukus 2,56-4,76 log PMÜ/g (tabel 5) ja kõik mikroobid olid säilitanud teatud määral oma 
elujõulisuse, siis 14 päeva kääritatud musta tee lahustes pärmseeni ei esinenud (proovid 
14-K, 14-S, 14-GL, 14-GA, tabel 7). Seevastu KS II bakterite ja äädikhappebakterite 
arvukus (vastavalt 4,91-4,94 log PMÜ/ml ja 1,84-5,40 log PMÜ/ml) oli 14 päeva käärinud 
teelahustes suurem (äädikhappebakteritel p < 0,05; bakteritel p > 0,05) kui lüofiliseeritud 
proovides, kus bakterite üldarv oli 2,55-4,76 log PMÜ/g ja äädikhappebakterite arvukus 
2,55-4,09 log PMÜ/g. See näitab, et bakterid võisid olla võimelised pärast lüofiliseerimist 
mustas tees edasi kasvama. Hoolimata kõrgest bakterite arvukusest ei esinenud üheski KS 
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II teelahuses (14-K, 14-S, 14-GL, 14-GA) käärimise tunnuseid – lahuste värvus oli 
tunduvalt tumedam kui kontroll kombucha proovil ja käärinud lõhna ei esinenud. 
Põhjuseks võib olla see, et kõik fermentatsiooniprotsessis olulist rolli mängivad mikroobid 
ei olnud võimelised säilitama oma elujõulisust. Kuna KS V lüofiliseeritud proovidest 
söötmetassidele mikroobipesasid ei kasvanud (tabel 5), aga 14 päeva käärinud teelahustes 
olid mikroobid (bakterid, äädikhappebakterid) olemas (tabel 7), siis võib oletada, et 
mikroobid võisid sattuda 14 päeva vanustesse teelahustesse ümbritsevast keskkonnast. Ka 
KS V proovidel ei esinenud käärimise tunnuseid. 
Kontrollproovis (traditsiooniline kombucha) oli mikroobide arvukus suurem kui 
lüofiliseeritud proovidega kääritatud jookides (14-K, 14-S, 14-GL, 14-GA, tabel 7), v.a. 
KS II, kus äädikhappebaktereid oli lüofiliseeritud materjaliga kääritatud proovides rohkem. 
Väiksem äädikhappebakterite arvukus kontrollproovis (kombucha) võis olla KS II ajal 
tingitud sellest, et protsessi käigus moodustus kombucha pinnale uus teeseen, mis takistas 
hapniku juurdepääsu kasvulahuses esinevatele äädikhappebakteritele. Lüofiliseeritud 
proovidega kääritatud teelahuste pinnale teeseeni ei moodustunud ning tänu sellele oli ka 
äädikhappebakterite jaoks kasvukeskkond soodsam. Samas, V KS-s oli kontrollproovis 
(kombucha) äädikhappebakterite arvukus suurem kui II KS kontrollproovis, kuigi antud 
katseseerias moodustus samuti uus teeseen. 
Katseseeriates VI-IX suurendati teelahusesse lisatava lüofiliseeritud proovi kogust (1 g 
asemel 5 g) ja vähendati teelahuse kogust (500 ml asemel 300 ml), et aidata paremini kaasa 
fermentatsiooniprotsessi toimumisele ja teeseene moodustumisele. Kontrollproovidena 
kasutati 10 päeva samades tingimustes käärinud kombucha jooke. KS-s VI oli 
lüofiliseeritud proovides mikroobide arvukus väga väike (< 1,48 PMÜ/g) (tabel 6) ja 
mõnes proovis puudus kasv täielikult (bakterid proovis 14-S ja äädikhappebakterid proovis 





Tabel 8. Mikroobide arvukus katseseeriates VI, VIII ja IX 14 päeva lüofiliseeritud 
teeseeneproovidega kääritatud teelahustes ja kontrollproovis (kombucha) 
Mikroob KS 





VI > 4,48 4,09 5,17 
VIII - > 5,48 5,48 
IX - 4,18 4,95 
Pärmseened 
VI > 6,48 < 3,48 < 3,48 
VIII - > 5,48 5,76 
IX - 4,77 5,54 
Äädikhappe- 
bakterid 
VI 5,14 5,64 6,05 
VIII - 3,95 5,02 
IX - - - 
Märkused: KS – katseseeria, 14-K – krüoprotektorita kontrollproov, 14-S – proov, millele lisati 
krüoprotektorina sahharoosi, „-― – mikroobe ei esinenud 
 
Katseseeriates VIII ja IX ei täheldatud lüofiliseeritud proovides (L-K ja L-S) mikroobide 
kasvu (tabel 6), aga kääritatud teelahustes (proov 14-S) olid mikroobid olemas. Seevastu 
krüoprotektorita lüofiliseeritud proovi kasutamisel (proov L-K) puudus mikroobide 
(bakterid, äädikhappebakterid, pärmseened) kasv 14-K proovides mõlemas katseseerias. 
Mikroobide kasvu puudumine proovis 14-K (KS VIII) on segadust tekitav, sest 
lüofiliseeritud proovi abil kääritatud teelahus oli muutunud värvuselt heledamaks, tunda oli 
käärinud lõhna ja lahuse pH oli langenud (esialgselt pH väärtuselt 7,23 väärtuseni 3,26; 
tabel 9). Käärimisprotsessi võisid antud juhul esile kutsuda keskkonnast pärinevad 
mikroobid, kelle isoleerimiseks ei sobinud katsete käigus kasutatud agarsöötmed või 
mikroobid, kes olid seotud teelahuste sisse lisatud bakteriaalse tselluloosiga, kuid kes ei 
kandunud tselluloosist üle teelahusesse. 
 
Tabel 9. 14 päeva kääritatud teelahuste ja kontrollproovide (kombucha) pH väärtused 
KS 14 päeva käärinud teelahuste pH Kombucha pH 
14-K 14-S  
VIII 3,26 3,87 2,97 
IX 3,33 4,55 2,54 





Üheksandas katseseerias olid mõlemad lüofiliseeritud teeseeneproovidega kääritatud 
teelahused (14-K ja 14-S) hallitusega saastunud. Hallitus kasvas ka söötmetassidel, 
mistõttu oli bakterite, äädikhappebakterite ja pärmseente kasv söötmetel häiritud. Hallituse 
eosed võisid sattuda proovidesse ümbritsevast keskkonnast – lüofilisaatorist või laborist. 
Võõrmikroobide kasvu soodustas kindlasti see, et starterkultuuriga teelahusesse viidud 
mikroobide kogus oli väike ning seetõttu ei langenud lahuse pH piisavalt kiiresti. 
Tulemustest on näha, et KS IX ajal oli pH võrreldes musta tee ja suhkru lahusega (pH 
7,23) langenud, ehkki pH langus oli väiksem kui VIII KS vastavate proovide puhul (tabel 
9). Nii KS VIII kui ka KS IX lüofiliseeritud teeseentega kääritatud proovides oli pH 
kõrgem kui kombucha kontrollproovis. 
Sahharoosi kasutamisel krüoprotektorina katseseeriates VI, VIII ja IX, säilis mikroobide 
elujõulisus paremini kui ilma krüoprotektorita proovides (14-K) (tabel 8), aga võrreldes 
kontrollprooviga (kombucha) oli proovides 14-S mikroobide arvukus statistiliselt oluliselt 
madalam (p < 0,05). 
Korrelatsioonanalüüsi tulemusena selgus, et teelahusesse lisatud proovi koguse ja 
mikroobide arvukuse (14 päeva käärinud jookides) vahel on vaid nõrk positiivne seos (r = 
0,16; p > 0,05) ehk suurema proovi koguse lisamisel teelahusesse oli mikroobide arvukus 
14 päeva käärinud jookides suurem. Teelahuse koguse ja 14 päeva käärinud jookide 
mikroobide arvukuse vahel täheldati nõrka negatiivset seost (r = -0,16; p > 0,05) ehk 
väiksema teelahuse koguse kasutamisel oli mikroobide arvukus 14 päeva käärinud 
teelahustes suurem. Visuaalsel vaatlusel aga ei esinenud katseseeriates VI-IX (suurem 
proovi kogus, väiksem teelahuse kogus) sarnaselt esimeste katseseeriatega (väiksem lisatud 
proovi kogus, suurem teelahuse kogus) käärimistunnuseid või esines neid vähesel määral 
ning mikroobide arvukus proovides oli vastuoluline – lüofiliseeritud proovides mikroobid 
puudusid või neid oli väga vähe, aga 14 päeva käärinud proovides oli mikroobide kasv 
olemas. Kirjeldatud seoste statistilise olulisuse suurendamiseks ja konkreetsete järelduste 







3.3. Pärmseente identifitseerimine ja morfoloogia 
 
Katseseeriate I, II, V, VI, VIII ja IX käigus isoleeriti 24 pärmseent, kellest 16 prooviti 
identifitseerida. Identifitseerimiseks valiti iga katseseeria ajal erinevate morfoloogiliste 
tunnustega pärmid nii algmaterjalist, lüofiliseeritud proovidest kui ka 14 päeva käärinud 
teelahustest. Pärmseente identifitseerimisel kasutati tulemuste usaldusväärsuse 
suurendamiseks paralleelselt API kit ID 32 C testi ja MALDI-TOF analüüsi (analüüsid 
teostati kahes erinevas laboris). Kuna API kit ID 32 C testi tulemuste hindamine visuaalselt 
on keeruline ja pigem subjektiivne, siis analüüside tulemuste erinevuse korral loeti 
olulisemaks MALDI-TOF analüüsi tulemus. 
Algmaterjalis ehk teeseenes esinesid analüüside tulemuste kohaselt pärmseened neljast 
erinevast liigist: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycoides ludwigii, Candida rugosa 
ja C. magnoliae, aga lüofiliseeritud proovides tuvastati vaid S. cerevisiae (tabel 10). 
Lüofiliseeritud proovide abil kääritatud teelahustest leiti ainult pärmseen liigist C. rugosa, 
keda leiti ka algmaterjalist ja 10 päeva käärinud kombucha kontrollproovidest. Kombucha 
kontrollproovidest identifitseeriti lisaks veel S. cerevisiae, C. magnoliae ja 
Zygosaccharomyces microellipsoides. Saadud tulemuste põhjal on keeruline teha järeldusi, 
sest erinevates katseetappides leiti proovidest erinevad pärmseente liigid. Ainus mikroob, 
keda esines nii algmaterjalis, kombucha’s kui ka 14 päeva käärinud teelahustes, oli C. 
rugosa. Tegemaks kindlaks, kas mikroobide liigid on võimelised kasvama kõigis 
katseetappides, on vaja proovidest isoleerida ja identifitseerida rohkem pärmseeni ning 





Tabel 10. Pärmseente identifitseerimise tulemused 







AM I 1 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae 
 I 2 S. ludwigii S. cerevisiae S. ludwigii 
 II 7 S. cerevisiae Vaste puudub S. cerevisiae 
 V 51 Vaste puudub C. rugosa C. rugosa 
 VI 60 Vaste puudub C. rugosa C. rugosa 
 IX 88 Vaste puudub C. magnoliae C. magnoliae 
L-S I 5 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae 
 II 9 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae 
L-GL II 11 S. cerevisiae Vaste puudub S. cerevisiae 
L-GA II 10 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae 
14-TS II 21 S. cerevisiae Vaste puudub S. cerevisiae 
 VI 64 Vaste puudub C. magnoliae C. magnoliae 
 VI 70 Z. microellipsoides Vaste puudub Z. microellipsoides 
 VIII 91 Vaste puudub C. rugosa C. rugosa 
14-S VI 72 Vaste puudub C. rugosa C. rugosa 
 VIII 92 Vaste puudub C. rugosa C. rugosa 
Märkused: KS – katseseeria, Nr. – isolaadi number, AM – algmaterjal, L – lüofiliseeritud proovid 
(starterkultuurid), 14 – 14 päeva kääritatud teelahused, S, GL, GA – erinevaid krüoprotektoreid (S – 
sahharoos, GA – galaktoos, GL – glükoos) sisaldavad proovid, TS – kontrollproov (kombucha) 
 
Teeseene süsteemist on ka varasemates teadustöödes leitud pärmseeni liikidest S. 
cerevisiae (Chakravorty jt. 2016, Coton jt. 2017, Tran jt. 2020a), Z. microellipsoides 
(Torulaspora microellipsoides) (Coton jt. 2017) ja S. ludwigii (Ramadani, Abulreesh 
2010). Pärmiliike C. rugosa ja C. magnoliae ei ole seni teadaolevalt teeseene süsteemis 
kirjeldatud. 
S. cerevisiae kolooniad SDA agarsöötmel olid valged, ümara kujuga, pealt kumerad ning 
läikiva või tuhmi pinnaga. Mikroobi rakud olid ovaalsed, sileda või veidi kandilise servaga 
ja suurusega 2-6 x 2-10 µm (laius x pikkus) (joonis 5A). Z. microellipsoides’e kolooniad 
olid samuti valged, ümara kujuga ning kumera, läikiva pinnaga. Proovidest isoleeritud Z. 
microellipsoides’e rakud olid ovaalsed ja nende suurus jäi vahemikku 1-6 x 1-8 µm (joonis 
5B). Nii S. cerevisiae kui ka Z. microellipsoides’e rakkudel oli ainult üks pung. Tulemused 
sarnanevad Brimacombe jt. (2020) uurimistöö tulemustega, kus Z. microellipsoides’e 
kolooniad olid samuti ümara kujuga ja valged ning mikroobi rakud olid ovaalse kujuga. 
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Joonis 5. Proovidest isoleeritud pärmseened: A – S. cerevisiae (proov KS I nr. 1, AM), B – 
Z. microellipsoides (proov KS VI nr. 70, 14-TS), C – S. ludwigii (proov KS I nr. 2, AM). 
 
SDA söötmetassidele kasvanud S. ludwigii kolooniad olid valged, ümarad ning kumera, 
tuhmi pinnaga. Pärmi rakumorfoloogia erines märgatavalt nii S. cerevisiae kui ka Z. 
microellipsoides’e rakkude morfoloogiast. S. ludwigii rakud olid pikliku kujuga, keskelt 
laiemad ning pungumine toimus kahes suunas (pungad moodustusid raku otstesse täpselt 
teineteise vastu) (joonis 5C). S. ludwigii rakumorfoloogia kirjeldus sarnaneb Miyakawa jt. 
(2012) uurimistöö tulemustega. 
Nii C. rugosa kui ka C. magnoliae kolooniad olid valged, ümara kujuga ja kumera, läikiva 
pinnaga. Mikroobide rakud olid pikliku kujuga, kitsaste või kandiliste otstega, suurusega 1-
6 x 1-11 µm. Saadud tulemused erinevad aga varasemate teadustööde tulemustest. 
Adjapong jt. (2016) uurimistöös olid SDA söötmele kasvanud C. rugosa kolooniad küll 
valged, aga kurrulised ja madalad. C. magnoliae rakud olid Cascio jt. (2007) uurimistöös 
ümarad, mitte piklikud. Morfoloogiliste tunnuste põhjal ei pruugi C. rugosa ja C. 
magnoliae identifitseerimise tulemused vastata tõele. API kit ID 32 C andmebaas on väike 
ja ka tulemuste hindamine hägususe alusel on keeruline ning seetõttu võib saada 
mitteusaldusväärsed tulemused. MALDI-TOF analüüsi käigus ei õnnestunud nimetatud 
mikroobe identifitseerida (andmebaasis puudusid sobivad vasted). 
 
 
3.4. Äädikhappebakterite identifitseerimine ja morfoloogia 
 
Äädikhappebakterite identifitseerimiseks saadeti 21 isolaati (KS I, II, V, VI, VIII, IX) 
paralleelselt kahte erinevasse laborisse, kus viidi läbi MALDI-TOF analüüs. Analüüside 
käigus identifitseeriti erinevaid mikroobe, keda ei ole teadaolevalt teeseene süsteemist 
A B C 
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varem leitud: Staphylococcus warneri, Paenibacillus pabuli, Bacillus circulans, 
Sphingobium yanoikuyae (tabel 11). Äädikhappebaktereid ei tuvastatud aga mitte üheski 
isolaadis ning 13 isolaati ei olnud võimalik MALDI-TOF analüüsi abil identifitseerida 
(mikroobidele puudusid masina andmebaasis sobivad vasted). 
 
Tabel 11. MALDI-TOF analüüsi tulemused 






AM VI 61 St. warneri St. warneri St. warneri 
L-GL II 18 Paenibacillus spp. P. pabuli P. pabuli 
14-K V 67 Bacillus spp. B. circulans B. circulans 
 V 68 Bacillus spp. B. circulans B. circulans 
14-S II 30A Sp. yanoikuyae Sp. yanoikuyae Sp. yanoikuyae 
 II 32 Sp. yanoikuyae Sp. yanoikuyae Sp. yanoikuyae 
 V 65 Bacillus spp. B. circulans B. circulans 
 V 66 Bacillus spp. B. circulans B. circulans 
Märkused: KS – katseseeria, Nr. – isolaadi number, AM – algmaterjal, L – lüofiliseeritud proov 
(starterkultuur), 14 – 14 päeva kääritatud teelahused, S, GL – erinevaid krüoprotektoreid (S – sahharoos, GL 
– glükoos) sisaldavad proovid, K – krüoprotektorita kontrollproov, *analüüs 1 ja 2 – analüüsid teostatud 
vastavalt Tartu Veterinaar- ja Toidulaboratooriumis ja Tallinnas Terviseameti Nakkushaiguste Laboris 
 
GYCA agarsöötmetele kasvanud mikroobidest õnnestus identifitseerida vaid mõned 
üksikud liigid. Lisaks olid analüüside tulemuste kohaselt nii algmaterjalis, lüofiliseeritud 
proovides kui ka 14 päeva kääritatud jookides erinevad mikroobid, mistõttu on keeruline 
luua seoseid erinevates proovides esinevate mikroobide vahel ning teha kindlaks, kas 
tegemist võib olla proovides juhuslikult esinevate või teeseene süsteemi kuuluvate 
mikroobidega. 
GYCA söötmetassidel kasvasid peamiselt spoore mitte moodustavad gramnegatiivsed 
kõvera/paindunud kujuga pulkbakterid, kes paiknesid üksikult, paarikaupa või ahelates. 
Üksikutel juhtudel paiknesid bakterirakud ahelates, mis moodustasid pikad niidid. 
Pulkbakterite suurus jäi vahemikku ≤1 x 2-15 µm. Rakumorfoloogia põhjal võiks arvata, et 
tegemist on äädikhappebakteritega, sest äädikhappebakterid on gramnegatiivsed või 
gramvarieeruvad, spoore mitte moodustavad ellipsoidsed kuni vardakujulised rakud, mis 
paiknevad üksikult, paarides või lühikestes ahelates (Mamlouk, Gullo 2013). 




P. pabuli on endospoore moodustav grampositiivne pulkbakter (Lorentz jt. 2006, Kao jt. 
2007). Proovid, mis identifitseeriti käesolevas töös kui P. pabuli, olid aga spoore 
mittemoodustavad, gramnegatiivsed kõverad/paindunud pulkbakterid suurusega 1 x 2-8 
µm. Morfoloogia põhjal on võimalik, et identifitseerimise tulemused ei vasta tõele ning 
arvatavasti on proovidest isoleeritud mikroobide näol tegemist siiski 
äädikhappebakteritega. 
B. circulans on grampositiivne või gramvarieeruv, liikuv, sirge, ümarate otstega 
pulkbakter, mille läbimõõt on 0,6-0,8 µm (Fraco jt. 2001, Logan, De Vos 2009). Mikroobi 
rakud paiknevad üksikult või paarikaupa ning aeg-ajalt ka lühikestes ahelates (Logan, De 
Vos 2009). Käesolevas töös isoleeritud mikroobide morfoloogia erineb B. circulans 
morfoloogiast eelkõige selle poolest, et kõigis neljas proovis, mis identifitseeriti kui B. 
circulans, olid gramnegatiivsed painduvad/kõverad rakud. Kahe proovi puhul oli eripäraks 
ka see, et rakud paiknesid ahelates, mis moodustasid pikad niidid. 
Sp. yanoikuyae on gramnegatiivne, lühike, spoore mitte moodustav pulkbakter (Feng jt. 
2018, Wang jt. 2018), kelle mõõdud on ligikaudu 0,4-0,6 x 1,1-2,6 µm (Feng jt. 2018). 
Magistritöö raames isoleeritud mikroobid on morfoloogia poolest sarnased, aga rakkude 
suurus on erinev (1 x 2-7 µm). 
Ühes proovis esinesid ka grampositiivsed kokid läbimõõduga 1 µm, kes paiknesid üksikult, 
väikestes kobarates või lühikestes ahelates. Kokid identifitseeriti kui St. warneri. 
MALDI-TOF andmebaas on küllaltki väike, optimeeritud vastavalt labori spetsiifikale ja 
äädikhappebaktereid on andmebaasis vähe, mistõttu analüüsitulemused võivad olla 
eksitavad. Lisaks on äädikhappebaktereid väga keeruline isoleerida ja identifitseerida 
(Sengun, Karabiyikli 2011). Selleks, et saada äädikhappebakterite identifitseerimisel 
usaldusväärseid tulemusi, on soovitatav kasutada molekulaarset analüüsi ja saadud 












Magistritöös anti vastavalt eesmärgile ülevaade teeseene süsteemist, selles leiduvatest 
mikroobidest, mikroobidevahelistest suhetest ning teeseene süsteemi kuuluvate mikroobide 
ja bakteriaalse tselluloosi lüofiliseerimise võimalustest. Eksperimentaalses osas uuriti, kas 
lüofiliseeritud teeseent saab kasutada kombucha starterkultuurina. Selleks määrati kõigi 
katsete vältel bakterite üldarv, äädikhappebakterite ja pärmseente arvukus, kirjeldati 
mikroobide morfoloogiat, identifitseeriti isoleeritud mikroobid ning hinnati lüofiliseeritud 
proovide abil kääritatud jookide väliseid omadusi. 
Teeseene lüofiliseerimine langetas mikroorganismide elulemust märgatavalt. Samas, 
lüofiliseeritud proovide abil kääritatud teelahustes oli mikroobide arvukus suurem kui 
lüofiliseeritud proovides, mis näitab, et mikroobid võisid olla võimelised säilitama oma 
elujõulisuse lüofiliseerimisprotsessi käigus ja kasvama edasi ka teelahustes. Võimalik on 
ka see, et mikroobid sattusid 14 päeva käärinud teelahustesse ümbritsevast keskkonnast. 
Starterkultuuri valmistamisel lisati teeseenemassile erinevaid krüoprotektoreid, mille seast 
kõige efektiivsemaks osutus sahharoos. Sahharoosi kasutamisel oli mikroobide keskmine 
arvukus suurem (p > 0,05) kui teistes proovides (krüoprotektorita proov ning proovid, 
millele lisati krüoprotektoritena glükoosi ja galaktoosi). 
Suuremas osas lüofiliseeritud teeseeneproovide abil kääritatud teelahustes puudusid 
käärimise tunnused (käärinud lõhn ja heledam värvus) ning sellest tulenevalt järeldati, et 
lüofiliseeritud teeseen ei toiminud starterkultuurina nii nagu vaja, kuigi mikroobide 
arvukuse põjal võiks järeldada vastupidist (arvukus oli teelahustes suurem kui 
lüofiliseeritud proovides). Arvatavasti ei saadud lüofiliseeritud teeseenest kombucha’le 
iseloomulike tunnustega jooki sellepärast, et mõned kombucha fermentatsiooniprotsessis 
olulist rolli mängivad mikroobid ei säilitanud lüofiliseerimise käigus elujõulisust. 
Mikroobide elujõulisuse parandamiseks võiks muuta lüofiliseerimiseelset mikroobirakkude 
kontsentratsiooni ja lüofiliseerimise tingimusi. 
Algmaterjalist identifitseeriti pärmseened liikidest S. cerevisiae, S. ludwigii, C. rugosa ja 
C. magnoliae, lüofiliseeritud proovidest S. cerevisiae ning lüofiliseeritud proovide abil 
50 
 
kääritatud jookidest C. rugosa. Bakteritest tuvastati St. warneri, P. pabuli, B. circulans ja 
Sp. yanoikuyae, aga ei ühtegi äädikhappebakterit. Kuna isoleerida õnnestus vähe pärmseeni 
ja baktereid ning erinevates katseetappides esinesid proovides erinevad mikroobid, ei saa 
antud tulemuste põhjal teha järeldusi lüofiliseeritud teeseeneproovide efektiivsuse kohta 
kombucha starterkultuurina. Isoleeritud mikroobide morfoloogia analüüsimisel selgus ka, 
et mikroobide identifitseerimise tulemused MALDI-TOF ega API kit ID 32 C meetodil ei 
ole usaldusväärsed, mistõttu edasistes uuringutes tuleks eelistada liikide molekulaarseid 
tuvastusmeetodeid. 
Magistritöö katsete raames saadud tulemusi ja katsete teostamise käigus tekkinud uusi 
ideid saab kasutada järgnevates uurimistöödes tööstusliku kombucha starterkultuuri 
väljatöötamiseks. Esmalt on aga vaja lahendada mitmed probleemid: lihtsustada kombucha 
tootmise metoodikat laboratoorsetes tingimustes; teha kindlaks teeseene süsteemi 
mikroobidele optimaalsed kasvutingimused; kasutada sobivamaid meetodeid mikroobide 
isoleerimiseks teeseene süsteemist ja isoleeritud mikroobide identifitseerimiseks; tuvastada 
kombucha fermentatsiooniprotsessi oluliseimad mikroobid ja nende tähtsus toote omaduste 
kujundamisel; testida teeseene süsteemist isoleeritud puhaskultuuride omavahelist 
sobivust; optimeerida lüofiliseerimise tingimusi ning lahendada bakteriaalse tselluloosi 
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